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1. Einführung 
 
1.1 Allgemeine Angaben zum Magenkarzinom 
 
Magenkarzinome standen in den alten Bundesländern 1988 mit 8,3% an vierter 
Stelle der malignen Erkrankungen, die zum Tod führten. 
 
Das nordbadische Krebsregister Heidelberg verzeichnete zwischen 1971 und 1975 
eine Zahl von 29,5-36,2/100000 Neuerkrankungen an Magenkarzinomen. Ähnliche 
Zahlen zeigten auch das saarländische und das Hamburger Krebsregister. Vergleicht 
man die Zahlen, so zeigte sich innerhalb einer Dekade ein deutlicher Rückgang der 
Erkrankungszahlen (1960-1962 in Hamburg 49,0/100000 und 1971 im Saarland 
30,9/100000). Dieser Abwärtstrend setzt sich weltweit in den Industriestaaten fort. 
 
In der BRD lag die Anzahl der Sterbefälle durch ein Magenkarzinom 1970/1977/1980 
bei 23815/19265/18045. Auch hier zeigte sich somit ein Rückgang des Magen-
karzinoms.  
 
Weltweit zeigt die Mortalität des Magenkarzinoms starke Unterschiede. In Japan ist 
die Mortalität z.B. doppelt so hoch wie in der BRD und 8 mal so hoch wie in den 
USA. Die Sterbeziffer hat sich allerdings in der BRD in den letzten 17 Jahren halbiert 
(Remmele, Pathologie, 2. neubearbeitete Auflage, 1997). 
 
Das Magenkarzinom ist vor dem 30. Lebensjahr selten. Danach erhöht sich seine 
Häufigkeit. Nach einer DDR-Studie von 1982 liegt der Altersgipfel bei den 80- bis 
84-jährigen. Im Kindesalter ist das Magenkarzinom extrem selten.  
 
Eine US-Studie von 1982 und 1987 zeigte eine Geschlechtsverteilung von m:w = 
1,7:1. Die Todesursachenstatistik von 1991 wies in den alten Bundesländern ein 
ausgeglichenes Verhältnis von 1:1 auf. Bei unter 35-jährigen Patienten ist das Ver-
hältnis ausgeglichen oder zugunsten der Frauen verschoben (Berndt et al.,1982). Es 
ist unklar, worauf die großen Unterschiede in der Geschlechtsverteilung beruhen. 
 
 5
Darüber hinaus zeigen sich starke geografische Unterschiede in der Häufigkeit des 
Magenkarzinoms. Japan, Südamerika und einige osteuropäische Staaten sind am 
häufigsten betroffen. In Australien, Kuba und Kanada ist das Magenkarzinom selten. 
Bei Asiaten zeigt sich eine hohe und bei Schwarzafrikanern eine niedrige Erkran-
kungsrate. Bei Einwanderern gleicht sich die Karzinomrate nach 1-2 Generationen 
an die des neuen Heimatlandes an, was auf die Mitbeteiligung von Umwelteinflüssen 
an der Entstehung schließen lässt. Weiterhin wird für 10% der Magenkarzinome ein 
genetischer Zusammenhang angenommen (Remmele, Pathologie, 2. neubearbeitete 
Auflage, 1997). 
 
Histologische Untersuchungen dienen dazu, das Magenkarzinom zu klassifizieren. 
Diese Klassifikation soll helfen, eine Aussage zur Prognose zu machen. 
Nach Lauren erfolgt die Einteilung des Magenkarzinoms in 2 Haupttypen: 
1. intestinaler Typ 
2. diffuser Typ 
 
Der intestinale Typ ist 2-3 mal häufiger als der diffuse Typ. Histologisch weist er 
folgende Merkmale auf: 
Bildung von Drüsen, hochzylindrisches Epithel, vorwiegende Bildung von saurem 
Schleim, expansives Wachstum und oft ausgeprägte lymphohistiozytäre Stroma-
reaktion. 
 
Der diffuse Typ zeichnet sich durch einzelne oder in kleinen Nestern gelegene 
Tumorzellen aus, die meist relativ klein sind und gemischten (sauren und neutralen) 
Schleim bilden. Der Schleim wird ins Stroma sezerniert oder in den Tumorzellen reti-
niert (Siegelringzellen). Die diffusen Karzinome wachsen stärker invasiv, Lymph- und 
Gefäßeinbrüche sind häufiger. 
 
Nach heutigem Kenntnisstand ist die Lauren-Klassifikation nicht ausreichend, da 
bestimmte Differenzierungsmerkmale nicht berücksichtigt werden. 
Es wird vorgeschlagen histogenetisch 3 Typen zu unterscheiden: 
• intestinaler Typ mit dickdarmähnlicher Differenzierung 
• gastraler Typ mit magentypischer Differenzierung 
• intestinal-gastraler Typ mit gemischter Differenzierung 
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Alle diese 3 Typen können  
• diffus oder 
• glandulär  
wachsen (Borchard et al., 1988) 
 
Zusätzlich existiert seit 1992 eine von Goseki et al. vorgeschlagene neue histologi-
sche Klassifikation, bei der 4 Gruppen unterschieden werden, die das Ausmaß der 
intrazytoplasmatischen Schleimbildung und den Grad der tubulären Differenzierung 
berücksichtigen. Inzwischen wurde gezeigt, dass sie gut geeignet ist, um Patienten 
mit schlechter Prognose zu erkennen, bei denen die Karzinome viele Siegelring-
zellen sowie wenig oder keine Drüsenbildung aufweisen, worin sie der TNM-
Klassifikation überlegen ist (Goseki et al., 1992). 
 
 
1.2 Theorien zur Entstehung des Magenkarzinoms 
 
Es gibt zahlreiche Risikofaktoren, welche die Entstehung des Magenkarzinoms 
begünstigen.  
 
Hierzu gehören alimentäre Risikofaktoren wie z. B. kohlenhydratreiche Nahrung, 
nitrathaltiges Trinkwasser, überhöhte Salzzufuhr sowie geräucherter, gegrillter und 
gepökelter Fisch bzw. Fleisch. Das Magenkrebsrisiko kann durch hohe Zufuhr von 
Vitamin C und Karotin, frischem Obst und ballaststoffreicher Nahrung gesenkt 
werden.  
 
Zu den chemischen Risikofaktoren zählen Zigaretten- und Pfeifenrauch, deren Wir-
kung durch Alkohol noch verstärkt wird. Ebenso besteht bei bestimmten Berufsgrup-
pen (z. B. Bergarbeitern, Arbeitern der Asbest- und Koksindustrie etc.) ein erhöhtes 
Risiko (Boeing, 1991). 
 
Neuere Untersuchungen weisen auf Helicobacter pylori als Risikofaktor vor allem für 
hochdifferenzierte Karzinome vom intestinalen Typ hin (Leiß, 1995). 
 
Weiterhin wird in der Literatur neuerdings auch über Fälle von Magenkarzinomen bei 
jungen HIV-Patienten berichtet, wobei noch nicht geklärt ist, ob es sich hierbei um 
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Zufallsbeobachtungen handelt oder der Immundefekt zur Entstehung des Karzinoms 
beiträgt (Cappell, 1990).  
 
Zu den Risikofaktoren zählen auch ionisierende Strahlung und Strahlentherapie bei 
peptischem Ulkus. Desweiteren wird diskutiert, ob eine Anhäufung von Steroid-
hormonrezeptoren im Magenkarzinomgewebe eine protektive Bedeutung für seine 
Pathogenese hat. Neun von zehn ER-positiven Karzinomen waren Kathepsin-D-
positiv. Kathepsin-D-positive Tumoren hatten gegenüber Kathepsin-D-negativen eine 
bessere Prognose (Theodoropoulus et al., 1995). 
 
 
1.3 Prognosefaktoren beim Magenkarzinom 
 
Die wichtigsten Prognosefaktoren stellen die Tumorgröße und der Lymphknoten-
status dar, die im TNM-System (T = Tumorgröße, N = Befall regionaler Lymphknoten,  
M = Auftreten von Fernmetastasen) zusammengefasst sind. 
Um die für das Tumorwachstums- bzw. Tumorausbreitungsverhalten verantwort-
lichen Faktoren zu erkennen, wird nach charakteristischen molekularbiologischen 
Markern gesucht, zu denen Onkogene (z.B. aus der ras-Familie) und Proliferations-
marker (z.B. Antigen p105) sowie prognostische Marker, die mit der Invasion von 
Tumorzellen zusammenhängen, gehören. Zu letzterer Gruppe zählen Adhäsions-
moleküle, welche Einfluss auf die Tumorzellinvasion bei Magenkrebs haben, wie z.B. 
E-Cadherin. Dieses Transmembranglykoprotein spielt bei der Erhaltung des Zusam-
menhangs und der Organisation von Gewebestrukturen eine Rolle. Eine Herab-
setzung der E-Cadherin-Expression führt zu einem verminderten Zusammenhalt der 
Tumorzellen, mit der Folge von Invasion und Metastasierung. Eine Studie konnte bei 
Primärtumoren des Magens im Gegensatz zu normalem Gewebe eine reduzierte  
E-Cadherin Expression zeigen. Diese wiederum stand in Zusammenhang mit einer 
erhöhten Rezidivrate und einer verringerten Überlebensrate (Gary K. Schwartz, 
1996). 
 
Nicht nur Wachstumsfaktoren, Adhäsionsmoleküle und Onkogene gehören zu den 
Markern, die eine Aussage über Tumorwachstum und –ausbreitung zulassen, 
sondern auch Substanzen, welche die Beschaffenheit der Matrix, die die Tumor-
zellen umgibt, beeinflussen. Diese Faktoren können verschiedener Herkunft sein. So 
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werden sie beispielsweise von den Tumorzellen selbst, von Entzündungszellen, 
Makrophagen, Fibroblasten oder anderen ortsständigen Zellen gebildet. Nachfolgend 
werden die einzelnen Substanzen mehr im Detail behandelt. 
 
Matrixmetalloproteinase MMP-2 ist ein proteolytisches Enzym, das bei der Tumor-
zellinvasion die Basalmembran auflöst. Die Überexpression dieses Proteins steht in 
Zusammenhang mit dem erhöhten metastatischen Potential maligner Zellen. Im 
Rahmen einer Studie zeigte sich die Expression von MMP-2 nur bei invasiven 
Primärtumorzelllinien von Magenkrebs und nicht bei nicht-invasiven. Das Vorhan-
densein von MMP-2 korrelierte mit einem schlechteren klinischen Verlauf für die 
Patienten, von denen die Zelllinien gewonnen wurden. Es zeigte sich ebenfalls eine 
höhere Anzahl an MMP-2 positiven Magenkrebszellen bei schlecht differenzierten 
Karzinomen als bei gut differenzierten. Im Gegensatz zu frühen Magenkarzinomen 
erhöhte sich die Zahl der positiven Zellen bei fortgeschrittenen Karzinomen. Über die 
MMP-2 Expression kann also eine Untergruppe von Patienten identifiziert werden, 
die ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von Metastasen hat. 
 
Der inaktivierte Vorläufer von MMP-2, proMMP-2, könnte ebenfalls prognostischen 
Wert haben, da sich bei Fällen mit Gefäßinvasion ein wesentlich höherer Prozentsatz 
von proMMP-2 positiven Zellen gezeigt hat als bei denen ohne (Gary K. Schwartz, 
1996). 
 
Eine wichtige prognostische Bedeutung bei Magenkrebs haben auch TIMP-2, ein 
Inhibitor für Metalloproteinasen, und eine Kollagenase Typ IV, zu der auch MMP-2 
zählt. Bei frühen Magenkrebsstadien wurde bei der Großzahl von Fällen eine TIMP-
2-Expression nachgewiesen und bei der Minderzahl der Fälle eine Kollagenase Typ 
IV-Expression. Mit fortschreitendem Krankheitsverlauf kehrte sich das Verhältnis um. 
Patienten, deren Primärtumor einen erhöhten Prozentsatz für TIMP-2 positiv gefärbte 
Tumorzellen und einen geringeren für Kollagenase Typ IV aufwiesen, hatten einen 
verlängerten Überlebenszeitraum (Gary K. Schwartz, 1996). 
 
Weitere zu erwähnende Faktoren sind Urokinase-type plasminogen activator (uPA) 
und sein Inhibitor plasminogen activator inhibitor type I (PAI-1), die ebenfalls auf ihre 
prognostische Relevanz hin untersucht worden sind. Hierfür wurden sie mit Hilfe von  
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ELISA quantifiziert. Die Konzentration von PAI-1 zeigte im Gegensatz zu uPA einen 
Zusammenhang mit der Tumorinvasion, dem Lymphknotenstatus und dem TNM-
Stadium. Bei einer Erhöhung der Werte von PAI-1 wurde ein 2,9-fach erhöhtes 
Risiko für die Entwicklung von Rezidiven festgestellt. Obwohl uPA selbst keine 
besondere Rolle als Prognosefaktor spielt, war die Konzentration seines Rezeptors 
uPAR im Tumorgewebe im Vergleich zum umliegenden normalen Gewebe stark 
erhöht. Diese Studie ließ also die Annahme zu, dass die Plasminogenaktivator 
Familie, besonders PAI-1, ein unabhängiger Faktor für die Erkennung von Patienten 
ist, die nach der Primärresektion ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung von 
Metastasen haben (Gary K. Schwartz, 1996). 
Weiter wurde die Stromalysinfamilie in Magenkrebsgewebe untersucht. Ein Mitglied 
dieser Familie ist pump-1, eine Metalloproteinase, zwischen deren Expression und 
dem Lymphknotenstatus sich eine Korrelation zeigte (Gary K. Schwartz, 1996).  
 
 
1.4 Tumorangiogenese 
 
Während der Tumorangiogenese entstehen aus bereits präexistenten Blutgefäßen 
neue Gefäße. Die sich daraus entwickelnde Vaskularisation ernährt den Tumor und 
ermöglicht es ihm, über eine Größe von 2 mm Durchmesser hinaus zu wachsen.  
Ebenso erhöht sich durch diesen Prozess die Wahrscheinlichkeit einer Dissemination 
von Tumorzellen über das Gefäßsystem. Die Tumorangiogenese wird durch eine 
Störung der Balance zwischen Angiogeneseaktivatoren und -inhibitoren ausgelöst. 
Diese Mediatoren, wie z.B. VEGF, werden von den Tumorzellen selbst oder von 
peritumoralen Stroma- und Entzündungszellen in den peritumoralen Raum sezerniert 
(Paku, 1998). 
 
Im Folgenden wird der Aufbau der Gefäße und die Angiogenese bei Primärtumoren 
in vivo beschrieben: 
Fibrin und Kollagen I sind während der Wundheilung und Tumorentwicklung 
Bestandteile einer provisorischen extrazellulären Matrix, die während der Tumorin-
vasion durch das proteolytische Enzym uPA aufgelöst wird (Torre et al.,1996). 
Zusätzlich bildet dieses zusammen mit seinem Liganden uPAR (CD87) ein proteo-
lytisches System, welches mit Gewebeabbau und Leukozyteninfiltration in Zusam-
menhang gebracht wird (Beschorner et al., 2000). Durch die zerstörte Matrix kommt 
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es zu einer Zellinvasion (z.B. Endothelzellen), die durch eine direkte Interaktion von 
uPAR mit Vitronectin und Integrinen (Blasi et al.,1999) sowie durch eine plasmin-
vermittelte Permeabilitätserhöhung der Matrix durch tPA (Welling et al.,1996) 
reguliert wird. Eine wichtige Rolle in diesem System spielt PAI-1, welches bei einer 
Vielzahl von menschlichen Tumoren als Indikator für eine schlechte Prognose gilt 
(Ren et al.). Es handelt sich hierbei um den Inhibitor von uPA und tPA (Cho et 
al.,1997). Auch wenn es in Zellen einiger maligner Tumoren immunhistochemisch 
nicht nachweisbar ist, findet es sich im Stroma von tumorassoziierten Mikrogefäßen 
(Soff et al.,1995). Plasminogenaktivatoren und -inhibitoren des Plasminogenaktiva-
torsystems regulieren eine Vielzahl von Prozessen wie Gewebedifferenzierung, 
Zellmigration, Invasion von Tumorzellen und die Metastasierung (Yamamoto et al., 
1994). In unserer Studie sollten daher ursprünglich unter anderem Antikörper gegen 
uPA, uPAR, tPA und PAI-1 als mögliche Prognosefaktoren untersucht werden.  
 
Ein weiterer wichtiger Faktor für die Erleichterung der Metastasierung ist, dass die 
Struktur von Tumorgefäßen anormal ist. Eines ihrer Merkmale ist ihre Durchlässig-
keit, die von offenen interendothelialen Verbindungen sowie von fragmentierten oder 
nur ultrastrukturell sichtbaren Basalmembranen und dem Fehlen von Perizyten her-
rührt. Ihr Lumen ist häufig von extrem dünnen, fragilen Endothelzellen mit Fenestra-
tionen ausgekleidet. Es ist noch nicht klar, ob dieser Zustand durch den angiogene-
tischen Prozess oder durch die invasive Aktivität der Tumorzellen entsteht.  
 
Ein bekanntes Modell für die Angiogenese läuft nach folgenden Schritten ab: 
1. Es kommt zu einer hypoxiebedingten Dilatation von postkapillären Venen, die um 
den Tumor herum angeordnet sind. 
2. Die lokale Degradation der Basalmembran tritt an der Seite des Gefäßes ein, die 
dem angiogenetischen Stimulus am nächsten ist.  
3. Die interzellulären Kontakte zwischen den Endothelzellen werden geschwächt, 
und es kommt zu einer Emigration derselben in Richtung Stimulus in das umge-
bende Gewebe.  
4. Es wird ein solides Gefäß aus bipolar hintereinander angeordneten Endothel-
zellen gebildet. 
5. Die Bildung des Lumens erfolgt entweder durch die Fusion von intrazellulären 
Vakuolen oder durch die Krümmung eines Zellkörpers.  
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6. Mehrere Gefäßsprossen fusionieren. 
7. Entlang des Sprosses erscheinen Perizyten und eine neue Basalmembran wird 
synthetisiert (Paku, 1998). 
 
Im Vergleich zu diesem Modell zeigt ein anderes als ersten Schritt der Angiogenese 
die Veränderung der Basalmembran über die gesamte Länge der Vene. Während 
ihrer Migration arrangieren sich die Endothelzellen parallel und streng nach ihrer 
Polarität. Es entwickelt sich aus den Zellen direkt ein schlitzförmiges Lumen. Das neu 
entstandene Lumen geht übergangslos in das Lumen des Originalgefäßes über und 
wird durch intakte interendotheliale Verbindungen versiegelt (Paku, 1998). An diesen 
Prozessen sind Integrine (CD51,CD29), Selektine (CD62E) und Cadherine (E-
Cadherin) beteiligt. Da auch diese Zelladhäsionsmoleküle potentielle Prognose-
faktoren sind, sollten Antikörper gegen die in Klammern aufgeführten angiogenese-
relevanten Antigene getestet werden. 
 
Bei CD29 handelt es sich um die Untergruppe Beta1 der Integrine, welche die Funk-
tion eines Rezeptors für Zelladhäsionsmoleküle besitzt (Jimenez-Marin et al., 2000). 
Die Beta1 Untergruppe wird mit zwei Phasen der Gefäßentwicklung in Verbindung 
gebracht. Sie spielt eine Rolle bei der Migration von Endothelzellen und nach der 
initialen Vakuolenbildung ist sie beteiligt an deren Verschmelzung und der Ausbil-
dung des Gefäßlumens. Die Aktivierung von Beta1 hemmt jedoch die Ausbildung von 
reifen Gefäßen (Gamble et al.,1999).  
 
Der Antikörper gegen CD51 erkennt die Alpha-Kette des Vitronectin-Rezeptor-
komplexes, der sich auf Endothelzellen befindet. Die Alpha-Integrine werden mit 
einer Zahl von Entwicklungsprozessen einschließlich der Gefäßentwicklung in 
Zusammenhang gebracht (Sims et al., 2000). 
 
Bei in-vitro-Studien über die Morphologie von Kapillaren und deren Angiogenese ließ 
sich eine Mitbeteiligung von E-Selektin an Differenzierungsprozessen von Gefäßen 
nachweisen (Gerritsen et al., 1996). Es wird als Reaktion auf einen Entzündungsreiz 
von Endothelzellen synthetisiert und auf den Zelloberflächen exprimiert. Außerdem 
spielt es eine Rolle bei der Entwicklung hämatogener Metastasen, indem es die 
Adhäsion von Tumorzellen an Gefäßwänden erleichtert (Charpin et al., 1998). 
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E-Cadherin spielt für die Gefäßbildung ein bedeutende Rolle. Es scheint vor allem, 
für die Zell-Zell-Verbindung, die Vakuolenbildung und die Verschmelzung von 
Vakuolen wichtig zu sein, die zur Bildung des Gefäßlumens führt (Yang et al.,1999). 
E-Cadherin ist ein kalziumabhängiges Zelladhäsionsmolekül und wird mit der Unter-
drückung von Tumorwachstum in Zusammenhang gebracht (Blaschuk et al., 1994). 
Es befindet sich im Bereich endothelialer Zellverbindungen und fördert die Zell-Zell-
Erkennung (Gory-Faure et al.,1999).  
 
Neben den zwei bereits erwähnten gibt es noch ein drittes Angiogenesemodell, 
welches für größere Gefäße beschrieben wurde. Hierbei handelt es sich um die 
Teilung von Gefäßen. Dieser Prozess beginnt mit dem Eintreten einer Endothelzelle 
in das Gefäßlumen und deren Anheftung an der gegenüberliegenden Seite. So 
entwickeln sich transluminale Brücken, die das Gefäß in zwei oder mehr Teile 
untergliedern. Dieser Prozess trägt selbst wahrscheinlich nicht zur Ernährung des 
Tumors bei, sondern stellt nur weitere Ausgangspunkte für die Sprossung neuer 
Kapillaren bereit (Paku, 1998).  
 
Im Zusammenhang mit der Angiogenese sollten auch die Gefäßzahl und die VEGF-
Expression, die nach neueren Studien ebenfalls als zuverlässige prognostische 
Marker gelten, erwähnt werden, da es bis vor kurzem noch keinen besseren Para-
meter für die Prognose bei Patienten mit Magenkarzinom als das Krankheitsstadium 
und das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen gab. 
 
Bei VEGF (vascular endothelial growth factor) handelt es sich um einen Angiogene-
sefaktor, der von Tumorzellen produziert und sezerniert wird. VEGF ist ein endogen 
von Mesenchym- und Stromazellen produziertes Cytokin, das die Angiogenese, 
Vasodilatation und die Permeabilität von Mikrogefäßen in vivo fördert (Beck et al., 
1997). Es ist endothelspezifisch und verantwortlich für Mitose, Migration und erhöhte 
Permeabilität von Endothelzellen in vitro (Bates et al.,1999) und wird in Tumorzellen 
und in Gefäßmuskelzellen gefunden (Achen et al., 2001). VEGF stimuliert die Angio-
genese und das Überleben von Endothelzellen in Tumoren und ermöglicht die 
Tumorexpansion und Metastasierung (Breier et al., 2000). Verschiedene VEGFs 
haben überlappende aber spezifische Aufgaben in der Kontrolle des Wachstums von 
neuen Gefäßen sowie der Erneuerung von Gefäßnetzen (Veikkola et al., 1999). Das 
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VEGF-Rezeptorsystem spielt eine zentrale Rolle bei der physiologischen und patho-
logischen Angiogenese. Bei Magenkrebs ergab sich in Studien für Patienten mit 
VEGF-positiven Tumoren eine wesentlich schlechtere Prognose und eine erhöhte 
Häufigkeit an Lebermetastasen als für solche ohne (Chung et al.,1996). Bei Patien-
ten mit dem intestinalen Magenkrebstyp zeigte sich eine Korrelation zwischen der 
VEGF-Expression und dem Krankheitsstadium, nicht jedoch beim diffusen Typ 
(Takahashi et al., 1996). 
 
Bei Flt-1 handelt es sich um einen VEGF Rezeptor, der eine endothelspezifische 
Tyrosinkinase ist. Er wird von verschiedenen Mitgliedern der VEGF Familie reguliert 
und ist unerlässlich für die embryonale Gefäßentwicklung sowie für den Ablauf vieler 
Prozesse der Angiogenese (Karkkainen et al., 2000). Die zwei Rezeptoren Flt-1 und 
KDR gehen eine Verbindung mit VEGF ein, welches dann seine Wirkung entfalten 
kann. Sie befinden sich vorzugsweise im proliferierenden Endothel von Gefäßen, die 
in Tumornähe liegen und/oder in denselben eindringen. In gesundem Gewebe sind 
sie mit herkömmlichen Methoden kaum nachweisbar (Barleon et al., 1997). Flt-1 
reguliert die Zellmigration, indem es die Gestalt des Cytoskeletts beeinflusst, welches 
für die Zellbeweglichkeit unentbehrlich ist (Kanno et al., 2000). 
 
 
1.5 CD105 und CD34 
 
Endoglin (=CD105) ist eine transmembranöse Komponente des TGF-β (transforming 
growth factor-β) Typ I Rezeptorkomplexes und befindet sich bei Säugern auf der  
Oberfläche von Endothelzellen und hämatopoetischen Zellen. Es wurde auch als 
proliferationsassoziiertes Antigen (PAA) definiert, welches in hoher Konzentration auf 
aktiv proliferierenden Endothelzellen während der Angiogenese exprimiert wird, die 
in Bezug zu Neoplasmen steht und durch diese induziert wird. Die Konzentration von 
Endoglin steigt während der Angiogenese, Wundheilung und Entzündung an (Arthur 
et al., 2000). Der Verdacht, dass CD105 mit der Tumorangiogenese in Zusammen-
hang steht, ist durch die Beobachtung zustande gekommen, dass Mausantikörper für 
CD105 besonders stark mit Endothel in verschiedenen Tumorgeweben reagieren 
und kaum mit Endothel in normalen Geweben. Im Versuch mit Mäusen erweist sich 
Endoglin als essentiell für die Angiogenese, da Tiere mit Mangel an dieser Substanz  
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aufgrund eines Defekts in der Gefäßentwicklung nicht lebensfähig sind (Li et al., 
1999). Die zuvor beschriebenen Beobachtungen lassen auf die Notwendigkeit von 
CD105 für die Angiogenese schließen. CD105 bindet mit hoher Affinität TGF-β, 
welcher die Tumorinvasion und die Metastasierung fördert. Um in das Gefäßlumen 
einbrechen zu können, müssen Tumorzellen Proteine der Endothelzellmembran 
degradieren. Dieser Vorgang wird durch die Interaktion von verschiedenen proteo-
lytischen Enzymen wie den Serinproteasen, Plasmin und den Matrixmetallopro-
teinasen gesteuert. Durch TGF-β erhöht sich die Tumorzellexpression von Plasmin 
und einigen MMPs, so dass die Bedingungen für die Tumorinvasion gegeben sind. 
Ebenso führt die Aktivierung von TGF-β zu einer Erhöhung der uPA Konzentration. 
Beim Plasminogen/Plasmin System handelt es sich um eines der hauptsächlichen 
Proteasensysteme, die durch perizelluläre Proteolyse an der Tumorinvasion beteiligt 
sind (Li et al., 2001). Weiterhin steigert TGF-β die Sekretion von PAI-1, welches uPA 
hemmt, durch Brustkrebszellen (Arnoletti et al.,1995). Zusammenfassend lässt sich 
also sagen, dass TGF-β die Metastasierung von Tumoren fördert, indem es die uPA-
vermittelte Zellinvasion verstärkt und durch den erhöhten PAI-1-Spiegel im Blut 
vorhandene Tumoremboli vor fibrinolytischen Enzymen schützt (Li et al., 2001). Die 
hier genannten Zusammenhänge weisen auf eine mögliche Verwendung von CD105 
als prognostischen Faktor hin. 
 
CD34 ist ein Zelloberflächenglykoprotein, welches im menschlichen hämatopoeti-
schen System auf Stamm- und Vorläuferzellen sowie Endothelzellen und in frühen 
Blutgefäßen vorhanden ist (Wood et al., 1997). Die CD34-Expression ist bei den 
meisten Endothelzellen in Gefäßen sich entwickelnder Organe stark erhöht. Nach 
der Geburt sinkt der Spiegel, um bei Wundheilungsprozessen und Tumorwachstum 
wieder anzusteigen. Obwohl CD34 auf Endothelzellen exprimiert wird, ist dies bei 
Blutzellen nicht der Fall. Diese Verhaltensmuster lassen eine entscheidende Rolle an 
der Entwicklung von Blutgefäßen bei Embryonen und auch Erwachsenen annehmen 
(Ito et al., 1995). In normalen Geweben färbt CD34 die lumenwärtige Endothelmem-
bran gleichmäßig an. Die lumenabgewandte Seite ist hingegen nur sehr schwach 
angefärbt, was auf eine polare Verteilung von CD34 im Endothel schließen läßt 
(Schlingemann et al.,1990). Hohe Konzentrationen von CD34 finden sich in Berei-
chen mit Zelloberflächenaktivität, welche durch Ausstülpungen oder Villi zu erkennen 
sind. Diese befinden sich gewöhnlich an der luminalen Seite und scheinen, sich 
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verzahnende Oberflächen zwischen benachbarten Endothelzellen zu bilden. Andere 
Studien ließen eine Rolle von CD34 bei Adhäsion und Migration annehmen, da CD34 
Moleküle im Tumorstroma mit Angiogeneseaktivität in abluminalen endothelialen 
Mikroprozessen exprimiert werden (Fina et al., 1990). Diese Strukturen scheinen 
sich, von scheinbar blind endenden Gefäßsprossen und auch von vollständig ausge-
bildeten Gefäßen bis zu 20 µm in das umgebende Gewebe zu erstrecken. Sie wie-
sen keine Basalmembran auf (Schlingemann et al., 1990). Die strukturellen und 
biochemischen Eigenschaften des proteoglykanähnlichen CD34 Proteins, sein 
Mangel an Tyrosinkinaseaktivität, seine relativ hohe Dichte verglichen mit den 
meisten Wachstumsfaktorrezeptoren und seine langsame Synthese- und Turnover-
rate geben Grund zu der Annahme, dass es sich nicht um einen Wachstumsfaktor-
rezeptor handelt. Wahrscheinlicher ist seine Mitbeteiligung an Zellinteraktionen und 
Zelladhäsion (Fina et al., 1990). 
 
CD34 wurde bis jetzt als Panendothelzellmarker für die Färbung von Gefäßen in 
tumorösem und nicht-tumorösem Gewebe eingesetzt. 
 
 
1.6 Fragestellung 
 
Für die Klinik werden Faktoren gesucht, die eine Aussage über die Prognose bei 
Tumorerkrankungen zulassen. Bisher ist der aussagekräftigste Parameter für eine 
schlechte Prognose das Tumorstadium und das Vorhandensein von Lymphknoten-
metastasen.  
 
In metastasierten und nicht-metastasierten Magenkarzinomen sollte die Gefäßdichte 
jeweils im Tumor und im Tumorrand bestimmt werden, um zu klären, ob Gefäßdichte 
und Lymphknotenstatus (als etablierter Prognosefaktor) miteinander korrelieren. Im 
Hinblick auf eine mögliche Anwendung in der Routinediagnositk sollte ermittelt wer-
den, ob die Bestimmung der Gefäßdichte in 3 Gesichtsfeldern (im Vergleich zu 10 
Gesichtsfeldern) für eine tendenzielle Gefäßdichtebestimmung ausreicht. 
 
Die zwei verwendeten Antikörper gegen CD34 und CD105 wurden im Hinblick auf 
ihre Eignung zur Markierung neu gebildeter tumorassoziierter Blutgefäße verglichen. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
Als Versuchsmaterial wurden Paraffinschnitte von 53 Magenkarzinomen (20 ohne 
Metastasen und 33 mit Metastasen), die im Zeitraum von 1997-1999 im Institut für 
Pathologie der RWTH Aachen untersucht worden sind, retrospektiv ausgewertet. 
 
 
2.2 Immunhistochemie 
 
Zu Beginn der Studie wurden 12 verschiedene Antikörper getestet (CD105 Endoglin, 
monoklonaler mouse-Ak, Lotnr. M 3527, DAKO Corporation; CD34, monoklonaler 
mouse-Ak, Immunotech; Flt-1, Lotnr. AHT01 9031, R&D Systems; CD87 Lotnr. 
990204, american diagnostica inc.; CD29, Lotnr. 03, Immunotech; CD51, Lotnr. 02, 
Immunotech; CD62E, Lotnr. 05, Immunotech; anti-hVEGF, Lotnr. GN 107091, R&D 
Systems; E-Cadherin, Lotnr. 007/04, PROGEN; VEGF, Lotnr. D 05319-1, Calbio-
chem; tPA, Lotnr. # 980923, american diagnostica inc.; uPA, DAKO; PAI-1, Lotnr. # 
990311, american diagnostica inc.). Von diesen wurden schließlich 2 (CD105 und 
CD34) für das verwendete Material als geeignet befunden. Die 10 anderen 
Antikörper schieden aus, da die Färbungen zu schwach oder nicht eindeutig 
interpretierbar waren; z.T. erwiesen sie sich als nicht paraffingängig. 
 
Für die zwei Antikörper wurden verschiedene Techniken angewandt. Bei CD105 
handelte es sich um eine AP-Färbung und bei CD34 um eine ABC-Färbung. 
(Färbeprotokolle im Anhang 7.1 und 7.2) 
 
 
2.3 Quantitative Auswertung der Präparate 
 
Die Auswertung der immunhistochemischen Präparate erfolgte durch Auszählung 
der positiv gefärbten Blutgefäße. Es wurde in Tumor und Tumorrand unterschieden, 
wobei die prozentualen Anteile von Fett bzw. Bindegewebe und solidem Tumor bzw. 
Stroma geschätzt wurden. Die Auswertung erfolgte, indem Fotos repräsentativer 
Ausschnitte mit einer digitalen Kamera bei 200-facher Vergrößerung aufgenommen 
wurden (Mikroskop Leica DM RB/E; Fotodokumentationssystem DISKUS, 
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Technisches Büro Hilgers, Königswinter). Die Fotos wurden mit Hilfe des Computer-
programms Adobe Photoshop dargestellt und die markierten Gefäße von zwei 
Untersuchern unabhängig gezählt. In einer ersten Serie wurden je 3 Fotos pro Anti-
körper vom Tumor und aus dem Randbereich erstellt, in einer zweiten Serie je 10 
Fotos pro Antikörper von Tumor und Rand ausgewertet. In jeder dieser Serien wurde 
von jedem Schnitt die Zahl der angefärbten Gefäße bestimmt und der Mittelwert für 
je 3 bzw. 10 Bilder berechnet.  
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 3 Ergebnisse 
 
3.1 Bewertung der getesteten Antikörper 
 
Von den getesteten Antikörpern wurden CD105 und CD34 für die Studie verwendet, 
da nur bei diesen beiden die Färbung bei geringer Hintergrundreaktion im jeweils 
ganzen Präparat homogen und verläßlich auswertbar war.  
 
Für Flt-1 (VEGF-Rezeptor) hatten die Vorversuche eine nicht eindeutige Färbung der 
Gefäße ergeben, womit der Antikörper für diese Studie nicht brauchbar war. Für 
CD87 (uPAR) hat sich trotz verschiedener Vorbehandlungen mit Enzymen/Proteasen 
kein befriedigendes reproduzierbares Ergebnis gezeigt. Außerdem war die Hinter-
grundreaktion zu stark. Bei CD29, CD51 (Integrinketten) und CD62E (E-Selektin) war 
die Färbung sehr inhomogen und z.T. unspezifisch, so dass sie für diese Studie nicht 
brauchbar waren. Nach den Testergebnissen ist zu vermuten, dass die drei Ak nicht 
paraffingängig sind. Bei anti-hVEGF, tPA und PAI-1 scheiterte die Verwendung wie 
bei CD87 an der übermäßig starken Hintergrundreaktion. E-Cadherin, VEGF und 
uPA haben auch mit verschiedenen Vorbehandlungen keine quantifizierbaren Färbe-
ergebnisse gezeigt und sind somit ebenfalls aus der Versuchsreihe ausgeschieden.  
 
 
3.2 Vergleich der Gefäßzahlen in Tumor und Tumorrand 
 
Bei der Färbung mit CD105 zeigte sich bei den Karzinomen ohne Metastasen in 9 
von 10 Fällen im Tumor eine höhere Gefäßzahl als im Tumorrand. Der Quotient aus 
der Gefäßzahl im Tumor und der im Tumorrand lag zwischen 1 und 4,31. In 7 Fällen 
betrug die Gefäßzahl im Tumor mindestens das Doppelte der im Randbereich ermit-
telten Gefäßzahl. In einem Fall (07786-98) war die Zahl der Blutgefäße im Tumor 
und im Tumorrand gleich.  
 
Bei den Karzinomen mit Metastasen ergab sich ebenfalls bei 9 von 10 Fällen im 
Tumor eine höhere Gefäßzahl als im Rand. Der Quotient aus der Gefäßzahl im 
Tumor und der im Tumorrand lag hier zwischen 1,03 und 5,17. In 4 Fällen war die 
Zahl der im Tumor ermittelten Gefäße mindestens doppelt so hoch wie im 
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Randbereich. In einem Fall (36148-99) war die Anzahl der Gefäße im Tumor um den 
Faktor 0,87 niedriger als im Rand.  
 
Bei der Färbung mit CD34 war die Gefäßzahl bei den nicht-metastasierten Karzino-
men in 8 von 10 Fällen im Tumor höher als im Randbereich. Der Quotient aus der 
Gefäßzahl im Tumor und der im Tumorrand lag zwischen 1 und 3,4. In 4 Fällen war 
die Gefäßzahl im Tumor mindestens doppelt so hoch wie im Tumorrand. In einem 
Fall (08146-98) war die Zahl der Gefäße im Tumor um den Faktor 0,9 niedriger als im 
Tumorrand. In einem Fall (28284-97) waren die Gefäßzahlen identisch. 
 
Bei den metastasierten Karzinomen zeigten 8 von 10 Fällen im Tumor eine höhere 
Gefäßzahl als im Rand. Der Quotient aus der Anzahl der Gefäße im Tumor und der 
im Tumorrand lag zwischen 1,1 und 3,2. In 6 Fällen war die Anzahl der Gefäße im 
Tumor weniger als doppelt so hoch wie im Tumorrand. In einem Fall (23223-98) war 
die Gefäßzahl im Tumor um den Faktor 0,6 geringer als im Randbereich.  
 
Bei den nicht-metastasierten Karzinomen und dem Ak gegen CD34 waren die ermit-
telten Gefäßzahlen im Tumor und im Randbereich jeweils am höchsten. Vergleicht 
man die Quotienten aus der Gefäßzahl von Tumor und Rand bei CD105 und CD34 
zeigen sich teilweise Übereinstimmungen wie z.B. bei den nicht-metastasierten 
Karzinomen Fall 32540-97, bei dem die Quotienten 2,25 und 2,29 betragen, und bei 
den metastasierten Karzinomen Fall 20693-97, bei dem die Quotienten 1,39 und 
1,54 betragen. Andererseits finden sich auch große Unterschiede zwischen den 
Quotienten. Bei den nicht-metastasierten Karzinomen ist der Quotient von CD105 
(3,54) bei Fall 28284-97 beispielsweise 3,5 mal höher als der von CD34 (1). Ein 
umgekehrtes Ergebnis zeigt Fall 01442-97, bei dem der Quotient von CD105 (1,3) 
fast um die Hälfte kleiner ist als der von CD34 (2,54). Auch Fall 08146-98 zeigt einen 
großen Unterschied zwischen dem Quotienten von CD105 (2,48) und CD34 (0,94), 
allerdings mit der Besonderheit, dass sich der Quotient von CD34 zusätzlich umge-
kehrt hat, d.h. dass im Rand mehr markierte Gefäße vorhanden sind als im Tumor. 
Bei den metastasierten Karzinomen findet sich bei Fall 24424-97 bei CD34 (3,23) ein 
mehr als 3 mal so großer Quotient wie bei CD105 (1,03). Bei Fall 23223-98 findet 
sich ein gegensätzliches Ergebnis. Der Quotient von CD105 (1,31) ist mehr als 
doppelt so hoch wie der von CD34 (0,58), wobei der Quotient von CD34 sich 
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umgekehrt hat (mehr markierte Gefäße im Rand als im Tumor). Fall 36148-99 zeigt 
bei einer Umkehrung des Quotienten von CD105 (0,87) die gleiche Tendenz wie der 
Quotient von CD34 (1,19). 
Die Ergebnisse sind in Tab. 3.2. zur besseren Übersicht aufgelistet.  
 
Tab.3.2. Liste der ermittelten Gefäßzahlen für die untersuchten metastasierten und nicht- 
 metastasierten Magenkarzinome im Tumor (tu) und im Tumorrand (rd). Die Tabelle  
 gibt jeweils die Nummer des ausgewählten Falles an sowie den Mittelwert der Ge- 
 fäßzahlen im Rand und im Tumor aus je 3 Bildausschnitten und die jeweilige Standardabwei- 
 chung, die ein Maß für die Streuung der Einzelwerte ist. Die dritte Spalte gibt für jeden  
 der zwei Antikörper den Quotienten der Gefäßzahl im Tumor und im Rand an. 
 
                      
Magen CD105 3er Serie CD34 3er Serie 
Eingangs-Nr. tu rd MWtu/MWrd tu rd MWtu/MWrd
  MW MW   MW MW   
28284-97 13,00±1,41 3,67±0,94 3,54 11,33±1,70 11,33±1,25 1,00 
33636-97 15,33±4,11 6,00±2,16 2,56 10,67±3,30 4,33±0,47 2,46 
32540-97 24,00±4,32 10,67±2,62 2,25 36,67±7,36 16,00±2,16 2,29 
34557-98 13,67±1,89 4,67±1,70 2,93 25,00±7,35 7,33±0,47 3,41 
07786-98 7,33±0,47 7,33±0,94 1,00 17,67±3,09 10,00±2,83 1,77 
01442-97 8,67±0,94 6,67±3,09 1,30 40,67±16,86 16,00±6,48 2,54 
09722-97 26,67±7,93 16,00±8,16 1,66 20,60±1,70 14,33±4,19 1,44 
29155-97 18,67±5,31 4,33±0,94 4,31 32,00±18,83 16,67±5,91 1,92 
35070-97 10,67±2,62 3,67±0,47 2,91 22,33±3,30 15,33±2,36 1,46 
08146-98 19,00±2,16 7,67±0,47 2,48 17,00±6,53 18,00±5,89 0,94 
                      
              
Magen+Met CD105 3er Serie CD34 3er Serie 
Eingangs-Nr. tu rd MWtu/MWrd tu rd MWtu/MWrd
  MW MW   MW MW   
   32149-97 19,00±0,00 6,00±1,41 3,17 10,67±1,25 9,67±0,47 1,10 
00120-97 11,67±1,70 4,33±0,94 2,70 13,67±0,47 7,33±0,47 1,86 
35150-97 31,00±3,56 6,00±2,16 5,17 24,33±2,49 11,00±2,83 2,21 
24424-97 10,67±2,62 10,33±0,47 1,03 21,67±1,89 6,67±2,05 3,25 
20693-97 10,67±1,89 7,67±4,11 1,39 13,33±0,47 8,67±4,50 1,54 
02210-98 23,00±6,98 6,00±1,63 3,83 17,00±1,41 8,00±3,27 2,13 
10223-98 6,67±1,25 3,67±0,94 1,82 7,67±1,25 7,33±2,05 1,05 
23223-98 5,67±0,94 4,33±0,94 1,31 6,00±0,82 10,33±0,47 0,58 
32740-97 10,33±1,25 7,00±2,16 1,48 11,67±4,71 10,00±2,82 1,17 
36148-99 9,00±0,82 10,30±1,70 0,87 17,00±2,83 14,33±3,09 1,19 
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3.3 Vergleich zwischen CD34 und CD105 
 
Im Tumorbereich zeigte sich bei den Karzinomen ohne Metastasen in 6 von 10 
Fällen bei CD34 eine größere Anzahl an Gefäßen als bei CD105. Die Werte lagen 
zwischen 1,53 mal so vielen (Fall 32540-97) und 4,69 mal so vielen Gefäßen (Fall 
01442-97) wie bei CD105. Bei den vier übrigen Fällen färbte CD105 mehr Gefäße als 
CD34. Hier lag der Faktor zwischen 0,70 (Fall 33636-97) und 0,89 (Fall 08146-98).  
Bei den metastasierten Tumoren war in 7 von 10 Fällen die Gefäßzahl im Tumor bei 
CD34 höher als bei CD105. Die Werte lagen zwischen 1,06 (Fall 23223-98) und 2,02 
(Fall 24424-97) mal so vielen Gefäßen wie bei CD105. Die drei anderen Fälle zeigten 
für CD34 eine größere Gefäßzahl als für CD105. So war bei Fall 32149-97 der Faktor 
0,56, bei Fall 35150-97 0,78 und bei Fall 02210-98 0,74. 
 
Beim Vergleich der Ränder ergab sich für die Tumoren ohne Metastasen in 8 von 10 
Fällen eine höhere Gefäßzahl bei Färbung mit CD34 als mit CD105. Die Werte lagen 
zwischen 1,36 (Fall 07786-98) und 4,18 (Fall 35070-97) mal so vielen Gefäßen wie 
bei CD105. Die zwei übrigen Fälle ergaben für CD105 eine höhere Gefäßzahl. Bei 
Fall 33636-97 betrug der Faktor 0,72 und bei Fall 09722-97 0,9.  
 
Die Fälle mit Metastasen ergaben bei CD34 in 9 von 10 Fällen eine größere Anzahl 
an Gefäßen als bei CD105. Die Werte lagen zwischen 1,13 (Fall 20693-97) und 1,83 
(Fall 35150-97) mal so vielen Gefäßen wie bei CD105. Fall 24424-97 zeigte das 
umgekehrte Ergebnis (Faktor 0,65). 
 
Vergleicht man die Quotienten der Gefäßdichte aus Tumor und Tumorrand, finden 
sich teilweise gute Übereinstimmungen. Bei den nicht-metastasierten Karzinomen 
sind die Quotienten bei Fall 33636-97 annähernd gleich (0,70 und 0,72) und bei den 
metastasierten bei Fall 20693-97 (1,25 und 1,13). Neben den Übereinstimmungen 
finden sich jedoch auch gegensätzliche Tendenzen. Bei den nicht-metastasierten 
Karzinomen ist bei Fall 28284-97 der Quotient für den Rand (3,09) mehr als 3 mal so 
hoch wie der für den Tumor (0,87) während im Tumor jeweils ähnliche Gefäßdichten 
vorliegen. Bei Fall 35070-97 ist der Quotient für den Rand mehr als 2 mal so hoch 
wie der für den Tumor. Bei den metastasierten Karzinomen ist der Quotient für den 
Rand (1,61) bei Fall 32149-97 fast 3 mal so hoch wie der für den Tumor (0,56). Bei 
Fall 24424-97 zeigt sich ein umgekehrtes Ergebnis. Der Quotient für den Tumor 
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(2,02) ist mehr als 3 mal so hoch wie der für den Rand (0,65). Tabelle Tab. 3.3. zeigt 
die Ergebnisse in der Übersicht. 
 
Tab.3.3. Vergleich der bei CD34 und CD105 im Tumor (tu) und im Tumorrand (rd) ermittelten Gefäß- 
  zahlen durch Bildung der Quotienten CD34tu/CD105tu und CD34rd/CD105rd. 
  In der Tabelle sind die Nummern der gewählten Präparate aufgelistet sowie die Mittelwerte  
  der Gefäße aus 3 Schnitten im Tumor und im Tumorrandbereich. Die beiden letzten Spalten 
  geben den Faktor an, um den sich die Gefäßzahlen bei CD105 und CD34 unterscheiden. 
 
  CD34 CD105 34vs105tu 34vs105rd
Magen rd tu rd tu     
28284-97 11,33 11,33 3,67 13,00 0,87 3,09 
33636-97 4,33 10,67 6,00 15,33 0,70 0,72 
32540-97 16,00 36,67 10,67 24,00 1,53 1,50 
34557-98 7,33 25,00 4,67 13,67 1,83 1,57 
07786-98 10,00 17,67 7,33 7,33 2,41 1,36 
01442-97 16,00 40,67 6,67 8,67 4,69 2,40 
09722-97 14,33 20,60 16,00 26,60 0,77 0,90 
29155-97 16,67 32,00 4,33 18,67 1,71 3,85 
35070-97 15,33 22,33 3,67 10,67 2,09 4,18 
08146-98 18,00 17,00 7,67 19,00 0,89 2,35 
MW: 16,07±4,27 26,52±9,70 7,67±3,62 16,72±6,03   
          6(10) 8(10) 
            
  CD34 CD105 34vs105tu 34vs105rd
Magen+Met rd tu rd tu     
32149-97 9,67 10,67 6,00 19,00 0,56 1,61 
00120-97 7,33 13,67 4,33 11,67 1,17 1,69 
35150-97 11,00 24,33 6,00 31,00 0,78 1,83 
24424-97 6,67 21,57 10,33 10,67 2,02 0,65 
20693-97 8,67 13,33 7,67 10,67 1,25 1,13 
02210-98 8,00 17,00 6,00 23,00 0,74 1,33 
10223-98 7,33 7,67 3,67 6,67 1,15 2,00 
23223-98 10,33 6,00 4,33 5,67 1,06 2,39 
32740-97 10,00 11,67 7,00 10,33 1,13 1,43 
36148-99 14,33 17,00 10,30 9,00 1,89 1,39 
MW: 10,00±2,16 11,87±5,72 6,26±2,21 10,93±7,64   
          7(10) 9(10) 
 
 
3.4 Vergleich zwischen nicht-metastasierten und metastasierten Karzinomen 
 
Bei der Färbung mit CD105 war im Tumorbereich die Zahl der Gefäße bei den nicht-
metastasierten Magenkarzinomen um den Faktor 1,5 höher als bei den metasta-
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sierten. Der Mittelwert bei den nicht-metastasierten lag bei 16,72 Gefäßen und bei 
den metastasierten bei 10,93. 
 
Auch im Randbereich bestätigte sich das Ergebnis einer erhöhten Anzahl an Gefä-
ßen bei nicht-metastasierten Karzinomen gegenüber metastasierten mit einem Fak-
tor von 1,2. Dieser ergab sich aus einem Mittelwert von 7,67 Gefäßen bei den nicht-
metastasierten Karzinomen und einem Mittelwert von 6,26 bei den metastasierten. 
 
Bei der Reaktion mit CD34 waren die Unterschiede beider Gruppen noch größer. Im 
Tumor war die Gefäßzahl bei den nicht-metastasierten Fällen 2,2-fach höher als bei 
den metastasierten. Der Mittelwert an dieser Stelle war für die nicht-metastasierten 
26,52 Gefäße und bei den metastasierten 11,87. 
 
Im Randbereich ließ die Färbung mit CD34 ebenfalls eine erhöhte Gefäßzahl bei den 
nicht-metastasierten Fällen im Vergleich zu den metastasierten erkennen. Hier ist die 
Gefäßzahl um den Faktor 1,6 erhöht, was sich aus einem Mittelwert von 16,07 Gefä-
ßen bei den nicht metastasierten Karzinomen und einem Mittelwert von 10 bei den 
metastasierten Karzinomen ergab. 
 
Die genannten Mittelwerte aller Fälle sind in den Tabellen 3.2. und 3.3. in den mit 
MW (Mittelwerte) bezeichneten Zeilen zu entnehmen. 
 
 
3.5 Vergleich zwischen drei und zehn Bildausschnitten 
 
Bei diesen Fällen wurde die Gefäßzahl im Tumor und Tumorrand anhand von 3 und 
10 Bildausschnitten ermittelt und miteinander verglichen. Bei Fall 09722-97 lagen die 
Ergebnisse für CD105 beim Vergleich von Rand und Tumor relativ weit auseinander. 
Bei der 3er-Serie wurden im Rand im Mittel 16 ± 8,16 Gefäße gezählt und bei der 
10er-Serie 14,4 ± 6,09. Im Tumor gab die Auszählung für die 3er-Serie im Mittel 
26,67 ± 7,93 und für die 10er-Serie 29,63 ± 7,83 Gefäße. Für CD34 ergaben sich im 
Rand für die 3er Serie im Mittel Werte von 14,33 ± 4,19 und für die 10er-Serie von 
13,8 ± 5,04 Gefäßen. Im Tumor waren es bei der 3er-Serie 20,6 ± 1,70 und bei der 
10er-Serie 18,2 ± 4,66 Gefäße. Bei Fall 32740-97 zeigten die Ergebnisse der 3er- 
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und der 10er-Serie bei CD105 im Rand im Vergleich zum Tumor einen relativ großen 
Unterschied. Der Wert für die 3er-Serie betrug im Rand 7 ± 2,16 und für die 10er-
Serie 9,89 ± 6,78. Die Gefäßzahl für die 3er-Serie im Tumor ergab 10,33 ± 1,25 und 
für die 10er-Serie 10,5 ± 3,47. Das gleiche Muster zeigte die Auswertung für CD34. 
Für den Randbereich lagen die Ergebnisse für 3er- und 10er Serie relativ weit aus-
einander. Es wurden 10 ± 2,82 Gefäße bei der 3er-Serie gezählt und 12,2 ± 3,68 bei 
der 10er-Serie. Beim Tumor war die Diskrepanz wesentlich geringer. Bei der 3er-
Serie ergaben sich 11,67 ± 4,71 Gefäße und bei der 10er-Serie 11,7 ± 4,54. Das 
Ergebnis der 3er-Serie bei Färbung mit CD34, dass im Rand weniger Gefäße waren 
als im Tumor, wurde bei diesem Fall für die 10er-Serie umgekehrt. Für CD105 ergab 
die Zählung der 3er-Serie im Rand 10,3 ± 1,70 Gefäße und die der 10er-Serie 11,4 ± 
4,43. Im Tumor wurden bei der 3er-Serie 9 ± 0,82 und bei der 10er-Serie 10,6 ± 1,69 
Gefäße gezählt. Für CD34 wurden bei der 3er-Serie im Rand 14,33 ± 3,09 und bei 
der 10er-Serie 12,2 ± 4,02 Gefäße gezählt, sowie im Tumor bei der 3er-Serie 17 ± 
2,83 und bei der 10er-Serie 16,4 ± 3,17. Die Abweichungen zwischen 3er- und 10er-
Serie lagen zwischen 0,3% und 29,2%. Die Tabelle 3.5. zeigt die Werte in der 
Übersicht. 
 
Tab.3.5. Bildung der Quotienten aus den ermittelten Gefäßzahlen im Tumor  
 und im Randbereich (tu/rd) für die 3er- und die 10er-Serie und  
 Vergleich der Quotienten 
              
  CD105  CD105  3er 10er 
  3er-Serie 10er-Serie     
  tu rd tu rd tu/rd tu/rd 
09722-97 26,67±7,93 16,00±8,16 29,63±7,83 14,40±6,09 1,66 2,06 
32740-97 10,33±1,25   7,00±2,16 10,50±3,47   9,89±6,78 1,48 1,06 
36148-99   9,00±0,82 10,30±1,70 10,60±1,69 11,40±4,43 0,87 0,93 
              
              
  CD34 CD34 3er 10er 
  3er-Serie 10er-Serie     
  tu rd tu rd tu/rd tu/rd 
09722-97 20,60±1,70 14,33±4,19 18,20±4,66 13,80±5,04 1,44 1,32 
32740-97 11,67±4,71 10,00±2,82 11,70±4,54 12,20±3,68 1,17 0,96 
36148-99 17,00±2,83 14,33±3,09 16,40±3,17 12,20±4,02 1,19 1,34 
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3.6 Fälle mit starken Abweichungen 
 
Anhand von Bildausschnitten sollen ein paar Fälle der Studie angeführt werden, die 
sich von den anderen Fällen abheben. Hierzu werden Bildausschnitte (Rand bzw. 
Tumor) der jeweiligen Fälle aus Färbungen mit CD34 und CD105 nebeneinander 
gestellt und kurz erläutert. 
 
Bei dem Fall 01442-97 handelt es sich um ein wenig differenziertes intestinales 
Karzinom mit hoher intratumoraler Gefäßdichte. Diese ist im Tumor um den Faktor 
2,5 höher als im Tumorrand (40,67 ± 16,86 vs. 16 ± 6,48). Die Ak gegen CD34 und 
CD105 markieren vorwiegend kapilläre Gefäße im Tumor. 
 
 
MgCD34-01442-97rd1a 
Ödematös aufgelockertes Stroma im Tumorrand 
mit einzelnen Entzündungszellen. 9 CD34 
markierte Blutgefäße mit einem Durchmesser 
zwischen 25 und 40 µm. 
 
 
MgCD34-01442-97tu3 
25 vorwiegend kapilläre Blutgefäße mit einem 
Durchmesser von 6-12 µm im Tumorstroma. 
 
MgCD105-01442-97rd3 
Faserreiches Stroma im Tumorrand mit 5 
Blutgefäßen zwischen 6 und 45 µm Durchmesser.
 
MgCD105-01442-97tu1 
18 z.T. arterioläre Gefäße mit einem Durch- 
messer zwischen 6 und 30 µm im Tumorstroma. 
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Beim Fall 2210-98 betrug die mittlere Gefäßdichte im Tumor 23 ± 6,98 (CD105) bzw. 
17 ± 1,41 (CD34). Insbesondere bei CD105 lag der Quotient zwischen Tumor und 
Rand sehr hoch (3,83). Es handelt sich um ein wenig differenziertes, größtenteils 
solide wachsendes intestinales Karzinom. Es liegen bereits LK-Metastasen vor. 
Sowohl mit CD34 als auch mit CD105 werden vorwiegend kapilläre Blutgefäße 
markiert. 
 
 
MgCD34-02210-98tu4 
Im entzündungsfreien Tumorstroma erkennt man 
16 Gefäße mit Durchmessern zwischen 6 und  
12 µm. 
 
 
MgCD105-02210-98tu2a 
Tumorausschnitt mit vorwiegend soliden 
Karzinomformationen. 25 vorwiegend kapilläre  
Blutgefäße mit einem Durchmesser zwischen 6  
und 18 µm, keine Entzündung. 
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Bei dem Fall 23223-98 handelt es sich um ein mäßiggradig differenziertes 
intestinales Magenkarzinom. Die absolute Gefäßzahl war sehr gering. Im Rand 
fanden sich 10,33 ± 0,47 (CD34) bzw. 4,33 ± 0,94 (CD105) und im Tumor 6 ± 0,82 
(CD34) bzw. 5,67 ± 0,94 (CD105) Gefäße. Die Gefäßdichte im Randbereich war bei 
CD34 höher als im Tumor. Trotzdem lagen bereits LK-Metastasen vor! Es werden 
nicht alle im Gewebe enthaltenen Blutgefäße durch die verwendeten Ak erfasst. Bei 
CD105 zeigt sich im Tumor eine um den Faktor 1,5 erhöhte Gefäßzahl gegenüber 
dem Randbereich. Bei CD34 ist ein gegenteiliges Verhalten zu erkennen. Es werden 
um den Faktor 0,58 weniger Gefäße im Tumor als im Rand markiert. 
 
MgCD34-23223-98rd1 
Tumorrandbereich mit 10 arteriolären Blutgefäßen
(Durchmesser 6-24 µm) und einem gering ver- 
mehrten Entzündungsinfiltrat. 
 
MgCD34-23223-98tu2 
Große Tumordrüsen in einem gering vermehrt  
entzündlich infiltrierten Stroma. 5 relativ große  
Blutgefäße mit einem Durchmesser von 3 bis  
24 µm. 
 
MgCD105-23223-98rd2 
Fibromuskulärer Tumorrand mit nur wenigen (7)  
Gefäßen zwischen 6 und 18 µm Durchmesser.  
Im Stroma ein gering vermehrtes diffuses 
Entzündungsinfiltrat. 
MgCD105-23223-98tu2a 
Große Tumordrüsen in einem deutlich 
entzündlichen Stroma mit 5 meist kapillären 
Blutgefäßen. 
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 Bei Fall 36148-99 handelt es sich um ein wenig differenziertes solide wachsendes 
intestinales Karzinom. Die Tumorzellen machen mehr als 90% der Zellen im Bild-
ausschnitt aus. CD34 erfasst im Vergleich zu CD105 etwa die doppelte Zahl von 
Blutgefäßen im Tumor (17 vs. 9). Die Gefäßdichte liegt im unteren Bereich. Trotzdem 
lagen bereits LK-Metastasen vor. 
 
 
MgCD34-36148-99tu4 
Tumor mit nur wenig Stroma und wenigen Ent- 
zündungszellen. 19 teilweise kapilläre Blutgefäße 
mit Durchmessern zwischen 6 und 40 µm. 
 
MgCD105-36148-99tu2 
Tumor mit wenigen (8) meist kapillären Blutge- 
fäßen mit einem Durchmesser von 6-8 µm. 
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Das Bild 01442-97 zeigt beispielhaft die Problematik der Quantifizierung von 
Blutgefäßen in Abhängigkeit von der Tumordifferenzierung. Im vorliegenden Bild liegt 
ein wenig differenziertes diffus wachsendes, ursprünglich intestinales 
Magenkarzinom vor, bei dem die Tumorzellen nur etwa 10% des Bildausschnittes 
ausmachen. Die Zahl der Blutgefäße, bestimmt mit dem Ak gegen CD34, lag mit 
etwa 40,67 ± 16,86 pro Bildausschnitt sehr hoch. Lymphknotenmetastasen lagen bei 
dem Karzinom nicht vor.   
 
 
    01442-97 
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Beim Fall 23223-98 handelt es sich um ein drüsig-solide wachsendes intestinales 
Magenkarzinom. Die Tumorzellen machen mehr als 90% des Bildausschnittes aus. 
Die Gefäßdichte, bestimmt mit dem Ak gegen CD34, war mit ca. 10,33 ± 0,47 pro 
Bildausschnitt deutlich geringer als bei dem Fall 01442-97. Trotz der geringeren 
Gefäßdichte und der noch drüsigen Differenzierung lagen bereits 
Lymphknotenmetastasen vor. 
 
 
 23223-98 
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3.7 Untersuchung des Einflusses der Entzündung in Fällen hoher Gefäßdichte 
 
Aus der Gesamtzahl der untersuchten Präparate wurden diejenigen zusammenge-
stellt, die eine Gefäßzahl > 20 sowie einen erhöhten bis sehr hohen Entzündungs-
grad, aufwiesen. Von 57 Bildausschnitten mit den oben genannten Kriterien wiesen 
28 einen erhöhten (9) bzw. sehr hohen Entzündungsgrad (19) auf. 29 der gewählten 
Ausschnitte wiesen bei hoher Gefäßdichte keine Entzündung auf. Eine positive oder 
negative Korrelation von entzündlicher Aktivität und Gefäßdichte war nicht nachweis-
bar. Tab. 3.7. zeigt die Fälle in der Übersicht. 
 
Tab.3.7. Liste der Fälle mit Gefäßzahlen > 20 und Entzündungsgrad (+ - +++) 
 Präparat Gefäßzahl Entzündungsgrad 
Mg CD105 2210-98 tu2a 34 - 
Mg CD105 2210-98 tu3b 24 - 
Mg CD105 2210-98 tu2b 31 - 
Mg CD105 2210-98 tu3a 25 - 
Mg CD105 8146-98 tu2 21 - 
Mg CD105 8146-98 tu3 20 - 
Mg CD105 9722-97 tu4 35 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu5 34 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu11 40 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu10 35 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu6 34 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu8 28 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu7 29 ++ 
Mg CD105 9722-97 tu9 32 ++ 
Mg CD105 29155-97 tu3 20 +++ 
Mg CD105 29155-97 tu3a 30 + 
Mg CD105 29155-97 tu1 25 +++ 
Mg CD105 32540-97 tu3 20 - 
Mg CD105 32540-97 tu4 30 - 
Mg CD105 32540-97 tu2 22 - 
Mg CD105 33636-97 tu3 20 - 
Mg CD105 35150-97 tu2 26 - 
Mg CD105 35150-97 tu1 23 - 
Mg CD105 35150-97 tu4 34 - 
Mg CD105 35150-97 tu3 33 - 
      
Mg CD34 1442-97 tu2a 55 + 
Mg CD34 1442-97 tu1a 50 + 
Mg CD34 7786-98 tu2 22 - 
Mg CD34 8146-98 tu2 25 + 
Mg CD34 8146-98 tu1a 35 ++ 
Mg CD34 9722-97 tu4 26 +++ 
Mg CD34 9722-97 tu6 23 +++ 
Mg CD34 9722-97 tu8 23 +++ 
Mg CD34 9722-97 tu1 20 +++ 
Mg CD34 9722-97 tu3 32 + 
Mg CD34 9722-97 tu12 25 +++ 
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Mg CD34 24424-97 tu3 23 - 
Mg CD34 24424-97 tu4 23 - 
Mg CD34 29155-97 tu2 40 - 
Mg CD34 29155-97 tu3 50 ++ 
Mg CD34 32540-97 tu2 46 - 
Mg CD34 32540-97 tu1 36 - 
Mg CD34 32540-97 tu4 28 - 
Mg CD34 32740-97 tu8 22 ++ 
Mg CD34 34557-98 tu1 34 - 
Mg CD34 34557-98 tu4 25 - 
Mg CD34 35070-97 tu3 20 + 
Mg CD34 35070-97 tu1 20 - 
Mg CD34 35070-97 tu2a 27 - 
Mg CD34 35150-97 tu4 21 - 
Mg CD34 35150-97 tu1 28 + 
Mg CD34 35150-97 tu2 27 ++ 
Mg CD34 35150-97 tu3 25 - 
Mg CD34 36148-99 tu1 20 + 
Mg CD34 36148-99 tu7 47 - 
Mg CD34 36148-99 tu5 40 - 
Mg CD34 36148-99 tu2 21 + 
- keine,+ gering, ++ hoch, +++ sehr hoch 
 
 
3.8 Vergleich zwischen den Quotienten von CD34 und CD105 im Randbereich 
und im Tumor 
 
Dieser Vergleich sollte zeigen, ob einer der verwendeten Antiköper im Tumor bzw. im 
Randbereich relativ mehr Blutgefäße markiert als der andere. Tabelle 3.8. zeigt in 
der ersten und zweiten Spalte einen Vergleich der CD105 und CD34 positiven Gefä-
ße im Tumor und im Tumorrand. In der dritten Spalte werden die Werte der ersten 
beiden Spalten verglichen. Bei den noch nicht-metastasierten Fällen zeigt sich in 5 
von 10 Fällen eine Zunahme der CD105 positiven Gefäße und bei den Fällen mit LK-
Metastasen in 7 von 10 Fällen. Bei den LK-positiven Fällen findet sich demnach im 
Vergleich mit den nicht-metastasierten eine leicht erhöhte Zunahme der CD105 posi-
tiven Gefäße. 
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Tab. 3.8. Vergleich zwischen dem Quotienten von CD105 und CD34 im 
  Randbereich mit dem Quotienten von CD105 und CD34 im Tumor 
        
  CD105/CD34 CD105/CD34 CD105/CD34>CD105/CD34 
Magen rd tu tu                 rd 
28284-97 0,32 1,15 + 
33636-97 1,39 1,43 + / - 
32540-97 0,67 0,65 + / - 
34557-98 0,64 0,55 - 
07786-98 0,74 0,41 - 
1442-97 0,42 0,21 - 
9722-97 1,11 1,30 + 
29155-97 0,26 0,58 + 
35070-97 0,24 0,48 + 
8146-98 0,43 1,12 + 
      5(10) 
        
        
  CD105/CD34 CD105/CD34 CD105/CD34>CD105/CD34 
Magen+Met rd tu tu                 rd 
   32149-97 0,62 1,79 + 
00120-97 0,59 0,85 + 
35150-97 0,55 1,28 + 
24424-97 1,54 0,50 - 
20693-97 0,88 0,80 + / - 
2210-98 0,75 1,35 + 
10223-98 0,50 0,87 + 
23223-98 0,42 0,94 + 
32740-97 0,70 0,88 + 
36148-99 0,72 0,53 - 
      7(10) 
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 4 Diskussion 
 
Es stellt sich die Frage, inwieweit die anhand von histologischen Schnittpräparaten 
ermittelte Gefäßdichte eines Tumors als prognostischer Parameter dienen kann. 
Hierzu wurden anhand von 3 bzw. 10 Bildausschnitten bei 200-facher Vergrößerung 
jeweils die durch die endothelzellspezifischen Antikörper CD34 und CD105 markier-
ten Gefäße gezählt.  
 
Es wurden zwei Gruppen von Fällen verglichen, wobei die eine bereits LK- Metasta-
sen aufwies und die andere nicht. Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen 
wurde als Kriterium einer wahrscheinlich schlechteren Prognose aufgefasst. Die Zäh-
lung erfolgte nicht aufgrund morphologischer Kriterien wie z. B. dem Vorhandensein 
von roten Blutzellen, von Endothelzellen oder von Gefäßlumina, sondern nur bei 
immunhistochemisch sichtbar angefärbten Gefäßen. Bei den Bildausschnitten han-
delte es sich um zufällig gewählte Bereiche mit Blutgefäßen und nicht etwa um Berei-
che vaskulärer Hotspots.  
 
Bei den CD105-gefärbten Präparaten ohne Metastasen ergab sich in 9 von 10 Fällen 
eine höhere Gefäßzahl im Tumor als im Rand. Bei der Färbung mit CD34 bestätigte 
sich dieses Ergebnis in 8 von 10 Fällen. Das gleiche Ergebnis ergab sich bei den 
Fällen, bei denen es bereits zur Bildung von Metastasen gekommen war. Bei Fär-
bung mit CD105 und CD34 zeigte sich jeweils in 9 von 10 Fällen eine höhere Gefäß-
zahl im Tumor als im Rand.  
 
Andere Autoren verfolgten in ihren Studien zu Bestimmung der Gefäßdichte abwei-
chende Vorgehensweisen. Sie suchten bei kleiner Vergrößerung (40- oder 100-fach) 
die Bereiche mit der größten Gefäßanzahl (hotspots) und führten dann die Mikroge-
fäßzählung durch. Diese erfolgte bei 100- bis 400-facher Vergrößerung (Tomoda et 
al.,1999; Takahashi et al.,1995). Die Anzahl der ausgezählten Gesichtsfelder war 
von Untersuchergruppe zu Untersuchergruppe verschieden und lag zwischen einem 
und 20 Feldern. Einige der Untersucher gaben an, den Mittelwert aus den gezählten 
Bereichen ermittelt zu haben (Tomoda et al., 1999; Orre et al., 1998) und andere nur, 
dass die Auswertung der Ergebnisse per Computerprogramm durchgeführt wurde 
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(Takahashi et al., 1995). Ebenso erwähnten einige der Autoren in ihrer Studie, nur 
deutlich positiv gefärbte Gefäße in die Wertung mit einbezogen zu haben (Tomoda et 
al., 1999; Orre et al., 1998; Vermeulen et al., 1995), wie es in unserer Studie auch 
der Fall war. 
 
Unseren Ergebnissen zufolge sind im Tumor mehr Gefäße als im Rand vorhanden. 
Dabei spielte es keine Rolle, welche histologische Differenzierung vorlag oder ob 
bereits Lymphknotenmetastasen vorlagen. Die Gefäßzahl war im Tumor bis um den 
Faktor 5 größer als im Randbereich.  
 
Es ist jedoch fraglich, ob die verschiedenen Fälle wirklich vergleichbar sind. Schaut 
man sich die histologischen Schnitte der einzelnen Tumoren an, so zeigt sich, dass 
sich die Karzinome in ihrer Struktur häufig stark unterscheiden. Neben soliden Tumo-
ren finden sich diffuse Karzinome; Anteil und Beschaffenheit des Tumorstromas sind 
von Tumor zu Tumor und teilweise auch innerhalb desselben Tumors stark unter-
schiedlich. Entzündungsinfiltrate und Tumornekrosen tragen zusätzlich zu einer 
geringen Vergleichbarkeit der verschiedenen Tumoren und entsprechenden Bildaus-
schnitte bei. Die Gewebebeschaffenheit hat entsprechend Einfluss auf die Gefäß-
dichte.  
 
Dieser Aspekt der verschiedenen Tumor- und Gewebetypen wurde in keiner der bis-
her publizierten Arbeiten berücksichtigt. Einige von ihnen geben zwar an, dass die 
Verteilung der vaskularisierten Bereiche in den Tumoren heterogen ist, nicht jedoch, 
dass die gewählten Präparate von ihrem Aufbau her ebenfalls heterogen sind. 
Vermeulen et al. (1995) beschrieben in ihrer Studie eine Heterogenität des Gefäß-
vorkommens in kolorektalem Tumorgewebe, wobei eine größere Variabilität der 
Gefäßdichte in kolorektalen Tumoren als in normalem Gewebe offensichtlich wird. 
Kumar et al. (1999) berichteten über eine Inhomogenität des Endothels in Tumor- 
und normalem Gewebe. 
 
Bei der Auswertung ist zu beachten, dass CD34 nach einer Studie von Kumar et al. 
(1999) über das Mammakarzinom ein Antikörper ist, der nicht nur für Endothelzellen 
spezifisch ist, sondern z.B. auch andere mesenchymale Zellen färbt, wodurch es zu 
einer falschen Einschätzung der Gefäßzahl kommen kann. Darüber hinaus zeigen 
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die zwei Antikörper eine unterschiedliche Spezifität für verschiedene Gefäßtypen. 
CD34 zeigte gute Reaktionen mit dem Endothel großer Blutgefäßen, jedoch eine 
abgeschwächte bzw. keine Reaktion bei einigen kleineren Gefäßen in gesundem 
Gewebe und in vielen Tumorgeweben. Daher schien CD34 für die Anfärbung von 
tumorassoziierten Gefäßen nicht geeignet zu sein.  
 
Kumar et al. (1999) kamen in ihrer Studie für CD105 zu dem Ergebnis, dass dieses 
im Gegensatz zu CD34 mit dem Endothel aller Gewebe, in denen Angiogenese 
abläuft, einschließlich der Tumoren reagiert. Seine Reaktion mit dem Endothel 
gesunder Gewebe war jedoch schwach bzw. teilweise gar nicht vorhanden. Der 
Vorteil von CD105 scheint also zu sein, dass vorbestehende bzw. nicht-tumorin-
duzierte Gefäße, die von Tumorgewebe umschlossen sind, nicht angefärbt werden. 
Eine Studie von Fina et al. (1990) zeigte jedoch gegenteilige Ergebnisse. Sie fanden 
deutlich positive CD34-Färbungen bei Kapillaren der meisten Gewebe, weniger 
deutliche bei Venen und bei den meisten großen Gefäßen gar keine. Zusammen mit 
unseren Ergebnissen, die zeigen, dass der Antikörper gegen CD34 mehr Gefäße 
anfärbt als der gegen CD105, könnte man im Gegensatz zu Kumar et al. (1999) 
diesen Antikörper als geeigneter für die Markierung von tumorassoziierten Gefäßen 
ansehen.  
 
Die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Studien rühren möglicherweise 
daher, dass die Untersucher zwar dieselben Antikörperklone benutzt haben (Q-
BEND-10), dies jedoch in verschiedenen Präparationen, unterschiedlichen Verdün-
nungen und mit unterschiedlichen Detektionstechniken. 
 
Wood et al. (1997) fanden in ihrer Untersuchung von embryonalen Gefäßen eine 
Abhängigkeit für die Präsenz von CD34 von der Art der Gefäßbildung. Es fanden 
sich hohe Expressionen bei Gefäßen, die durch Angiogenese, d.h. durch Ausspros-
sung neuer Kapillaren von existierenden Gefäßen, gebildet wurden. Die gleichen 
Ergebnisse zeigten sich bei Gefäßen, die durch Vaskulogenese, d.h. durch Anhäu-
fung von Präendothelzellen, entstanden sind. Vaskulogenese tritt im Gegensatz zur 
Angiogenese jedoch nur in der frühembryonalen Entwicklung auf (Paku,1998). Ein 
Antikörper gegen CD34 ist demnach für die untersuchte Fragestellung geeignet, 
Gefäße nachzuweisen, die durch Angiogenese entstanden sind. 
 37
 Neben der unterschiedlichen Aufbereitung und Detektion der Antikörper, ziehen 
Kumar et al. (1999) noch andere Faktoren mit in Betracht, die das Färbeergebnis 
verfälschen könnten. So sind in Tumoren nicht alle Gefäße ständig aktiv. Ob die 
beiden von uns verwendeten Antikörper proliferierende und ruhende Gefäße unter-
schiedlich anfärben, ist nicht bekannt. Ebenfalls nicht bekannt ist die Anzahl der 
Lymphgefäße, die von den Antikörpern mitangefärbt worden sind, da es zu Beginn 
unserer Studie noch keinen Antikörper gab, der nur spezifisch das Endothel dieser 
Gefäße anfärbt. Mittlerweile ist ein solcher Antikörper erhältlich (Podoplanin), so dass 
es sinnvoll wäre, speziell die Lymphgefäße in einem Tumor anzufärben und diese 
Färbung mit denen von CD34 und CD105 zu vergleichen.  
 
Die vorliegende Arbeit stellte einen Vergleich zwischen Fällen her, bei denen LK-
Metastasen aufgetreten waren und solchen, bei denen dies nicht der Fall war, um 
eine Aussage machen zu können, ob das Ausmaß der Vaskularisierung einen Ein-
fluß auf die Tumorprogredienz hat. Bei Färbung mit CD105 ergab sich bei den nicht-
metastasierten Karzinomen im Tumorbereich eine 1,5-fach höhere Gefäßzahl als bei 
den metastasierten. Dieses Ergebnis fand sich auch im Randbereich mit einem Fak-
tor von 1,2 gegenüber den metastasierten Fällen. Bei Färbung mit CD34 war die 
Gefäßzahl bei den Fällen ohne Metastasen im Tumor um den Faktor 2,2 und im 
Randbereich um den Faktor 1,6 höher als bei den Fällen mit Metastasen. Entspre-
chend korreliert bei den in dieser Studie untersuchten Fällen die Gefäßdichte nicht 
mit der Bildung von Lymphknotenmetastasen. 
 
Tanigawa et al. (1996) kamen in ihrer Studie zu dem gegensätzlichen Ergebnis, dass 
bei metastasierten Magenkarzinomen die mittlere Gefäßzahl wesentlich höher als bei 
nicht-metastasierten war. Allerdings handelte es sich hier um hämatogene Metasta-
sen. Sie konnten außerdem zeigen, dass die Gefäßdichte bei hämatogen metasta-
sierten Tumoren höher als bei peritonealer Metastasierung war. Beide Metastasie-
rungsarten treten relativ spät in der Tumorprogression auf, also zu einem Zeitpunkt, 
zu dem die Prognose aufgrund des fortgeschrittenen Stadiums schlecht ist. Es wäre 
daher aussagekräftiger zu zeigen, ob die Gefäßdichte ein möglicher Prognosefaktor 
in frühen Tumorstadien mit lymphogener Metastasierung ist. In Tanigawas Studie 
zeigte sich bei Fällen mit geringerer Vaskularisierung eine höhere Überlebensrate als 
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bei den stark vaskularisierten. Dieser Studie zufolge ist die Gefäßdichte der einzige 
von verschiedenen Prognosefaktoren (z.B. Lymphknotenmetastasen, Wachstums-
muster), der das Risiko für die Entstehung hämatogener Metastasen abschätzbar 
macht. Für die Abschätzung der Entwicklung peritonealer Metastasen hingegen kann 
die Gefäßzahl nicht dienen, sondern nur das Vorhandensein von Lymphknoten-
metastasen. Laut Tanigawa et al.(1996) besteht also kein Zusammenhang zwischen 
Tumorvaskularisation und der Entwicklung peritonealer Metastasen. Darüberhinaus 
zeigten Takahashi et al. (1995) in einer Studie, dass der intestinale Typ des Magen-
karzinoms angiogeneseabhängiger zu sein scheint als der diffuse Typ. Hierzu unter-
suchten sie zunächst mit Hilfe immunhistochemischer Färbetechniken, ob es Unter-
schiede in der Gefäßzahl und VEGF-Expression beim intestinalen und diffusen 
Magenkarzinom gibt. Es ergab sich eine erhöhte Gefäßzahl und VEGF-Expression 
beim intestinalen Typ im Gegensatz zum diffusen. Weiter fanden sie eine höhere 
Gefäßzahl und VEGF-Expression bei Fällen mit Lebermetastasen, wie sie beim 
intestinalen Typ auftreten, im Vergleich zu Fällen mit peritonealen Metastasen, die 
beim diffusen Typ häufiger sind. Zusätzlich zeigte sich beim intestinalen Typ eine 
Korrelation zwischen Gefäßzahl, VEGF-Expression und dem Krankheitsstadium. 
Beim diffusen Typ fand sich dieser Zusammenhang nicht. Die hier aufgeführten 
Ergebnisse ließen die Autoren darauf schließen, dass der Wachstumsprozess und 
die Metastasierung beim intestinalen Typ angiogeneseabhängiger ist als beim 
diffusen Typ. Die Korrelation zwischen VEGF-Expression und Gefäßzahl legt nahe, 
dass VEGF die Angiogenese beim intestinalen Typ induziert. Da sich ebenfalls eine 
Korrelation zwischen Gefäßzahl, VEGF-Expression und Krankheitsstadium nach-
weisen ließ, sahen die Autoren die Angiogenese als Prognosefaktor für den intes-
tinalen Typ.  
 
Eine Studie von Orre et al. (1998) stützte die Ergebnisse von Takahashi et al.. Sie 
konnten in ihrer Studie über Ovarialtumoren, die durch peritoneale Streuung disse-
minieren, auch keinen Zusammenhang zwischen erhöhter Gefäßzahl und Prognose 
nachweisen. So scheint eine Beteiligung der Angiogenese bei Tumoren mit peritone-
aler Ausbreitung eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Bei Ovarialkarzinomen 
vom muzinösen Typ zeigte sich eine wesentlich höhere Gefäßdichte als bei serösen 
Karzinomen und benignen Tumoren. Dies war bereits in anderen Studien nachge-
wiesen worden und hatte zu der Annahme geführt, dass muzinöse Tumoren eine 
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schlechtere Prognose haben. In diesen Studien handelte es sich jedoch um Tumoren 
im Spätstadium. Orre et al. (1998) hingegen untersuchten Borderlinetumoren und 
fanden bei dieser Gruppe ebenfalls eine erhöhte Mikrogefäßdichte. Dieses Ergebnis 
stellte einen Widerspruch zu der Annahme eines Zusammenhangs zwischen erhöh-
ter Gefäßzahl und schlechter Prognose bei Ovarialtumoren dar.  
 
Die Ergebnisse von Orre et al. (1998) und die Tatsache, dass in anderen kürzlich 
durchgeführten Studien, bei denen ein Zusammenhang zwischen erhöhter MGD und 
schlechter Prognose gefunden wurde, die Tumoren im Spätstadium waren, lassen 
darauf schließen, dass die Gefäßdichte möglicherweise nur bei dieser Gruppe als 
Prognosefaktor dienen kann. Diese Argumentation wird noch dadurch gestützt, dass 
bei Tumoren im Spätstadium eine hämatogene Streuung möglich ist. Angiogenese 
scheint bei Ovarialtumoren im Frühstadium keinen Einfluß auf Invasion und Metasta-
sierung zu haben.  
 
Es besteht die Möglichkeit, dass die erhöhte Mikrogefäßdichte in diesem Fall eher 
eine Rolle beim Tumorwachstum als bei der Streuung spielt. Demnach ist es wenig 
sinnvoll, bei Tumoren mit peritonealer Metastasierung, wie z.B. bei ovarialen Tumo-
ren und beim diffusen Magenkarzinom, im Frühstadium die Gefäßdichte zu bestim-
men, um die Angiogenese als prognostischen Faktor zu nutzen.  
 
Die Ergebnisse anderer Studien legen eine Eignung der Gefäßzahl als Prognose-
faktor bei hämatogen disseminierenden Tumorerkrankungen wie Brust-, Lungen-, 
Prostatakrebs und bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich nahe. 
Beim invasiven Mammakarzinom fanden Weidner et al. (1991) eine Korrelation 
zwischen der Metastasenhäufigkeit und der Mikrogefäßzahl. Kumar et al. (1999) 
bestätigten in ihrer Studie, dass das Ausmaß der Neovaskularisation beim invasiven 
Mammakarzinom eine eigenständige Vorhersage sowohl für die lymphogene 
Metastasierung als auch für die Entstehung von Fernmetastasen und die Überle-
bensrate zulässt.  
 
Durch einen Vergleich der CD105 positiven Gefäße mit den CD34 positiven Gefäßen 
im Tumorrand und im Tumor wurde festgestellt, dass es hier eine Tendenz gibt, dass 
LK-positive Fälle eine relativ stärkere Zunahme der CD105 positiven Gefäße 
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aufwiesen als die noch nicht-metastasierten Fälle. Bei den Fällen ohne LK-Metasta-
sen erfasste CD105 im Tumor in 5 von 10 Fällen mehr Gefäße und bei den Fällen 
mit LK-Metastasen in 7 von 10 Fällen. Es scheint eine höhere Selektivität der tumor-
assoziierten Gefäße für den Antikörper gegen CD105 vorzuliegen, der sich insbe-
sondere durch den Vergleich mit der Zahl der CD34 positiven Gefäße bemerkbar 
macht. Die absolute Gefäßzahl spielt möglicherweise eine geringere Rolle für die 
Prognose als der Gefäßphänotyp bzw. das Expressionsmuster bestimmter Oberflä-
chenmoleküle durch die Endothelzellen. Ähnliche Ergebnisse ergab die Studie von 
Wang et al. (1993), die zeigen konnten, dass CD105 sehr stark mit Endothelzellen in 
Tumorgeweben reagiert und in geringerem Ausmaß mit Endothelien normaler Ge-
webe. Für den Antikörper gegen CD34 fanden Kumar et al. (1999) in ihrer Studie ein 
mit unserem übereinstimmendes Ergebnis. Sie stellten fest, dass CD34 nur eine 
geringe Reaktion mit Mikrogefäßen in vielen Tumorgeweben zeigt. Fina et al. (1990) 
kamen zu gegenteiligen Ergebnissen.  
 
Die vorliegende Arbeit sollte außerdem eine Antwort darauf liefern, ob das Auszählen 
von 3 Gesichtsfeldern ausreicht, um Unterschiede in der Tumorgefäßdichte gegen-
über der Auszählung von z.B. 10 Gesichtsfeldern zu zeigen. Grundsätzlich wird die 
Bestimmung des Mittelwertes nach statistischen Gesichtspunkten genauer, wenn die 
Stichprobenanzahl vergrößert wird. Andererseits handelt es sich um Verteilungen, 
die eine recht große Streuung haben, so dass sich die Verteilungskurven in vielen 
Fällen überlappen. Nach statistischer Auswertung ergibt sich, dass sowohl 3 als auch 
10 Bildausschnitte zu wenig sind, um eine sichere Aussage über die Unterscheid-
barkeit der Gefäßzahlen verschiedener Tumorbereiche zu treffen. Es müssten 42 
Bildausschnitte ausgewertet werden, um eine Unterscheidung mit 5%iger Irrtums-
wahrscheinlichkeit zu treffen, wenn die Mittelwerte einen Abstand von einer Stan-
dardabweichung haben. Da jedoch die Mittelwerte der Stichprobenreihen aus 3 Bild-
ausschnitten innerhalb der Standardabweichung mit den Mittelwerten der Reihen aus 
10 Bildausschnitten übereinstimmen, sind die Mittelwerte der Reihen aus 3 Bildaus-
schnitten weitgehend repräsentativ für die Gesamtheit der Gefäßzahlen. Die statis-
tische Bewertung ist im Anhang 7.3 ausführlich wiedergegeben. Eine Auszählung 
von 3 Bildausschnitten ist im Rahmen der Routinediagnostik leichter durchführbar als 
der deutliche Mehraufwand mit 10 oder mehr Bildausschnitten. 
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Aus der Gesamtzahl der Fälle wurden während unserer Studie 4 Fälle, deren 
Ergebnisse von denen der anderen deutliche Abweichungen zeigten, im Hinblick 
darauf genauer untersucht, ob es zwischen ihnen sichtbare morphologische Merk-
male gibt, welche die unterschiedlichen Gefäßzahlen erklären. 
 
Hierzu gehört ein diffuses Magenkarzinom ohne Nachweis von Metastasen (CD 34-
01442-97), bei dem es trotz sehr hoher Gefäßdichte (40,67) noch nicht zur Bildung 
von Metastasen gekommen ist. Im Tumorrand befindet sich Bindegewebe und es ist 
nur eine geringe Entzündungsreaktion erkennbar. Auffällig ist ein erhöhtes Verhältnis 
zwischen Tumor- und Randgefäßen (2,54). Zu der Gruppe mit Abweichungen zählen 
drei weitere Fälle (CD105-02210-98, CD34-23223-98 und CD34-36148-99), bei 
denen bereits Metastasen vorhanden sind. Beim ersten und dritten Fall handelt es 
sich um einen solide wachsenden Tumor, in dessen Randbereich Bindegewebe 
erkennbar ist. Der zweite Fall zeigt im Rand ebenfalls Bindegewebe, im Tumor 
jedoch große, in Stroma eingebettete Tumordrüsen entsprechend einem mäßig-
gradig differenzierten intestinalen Karzinom. Fall CD105-02210-98 sticht wegen des 
erhöhten Verhältnisses (3,83) zwischen Tumor- (23) und Randgefäßen (6) hervor. 
Bei Fall CD34-23223-98 fällt die Umkehrung des Verhältnisse (0,58) zwischen 
Tumor- (6) und Randgefäßen (10,33) auf und bei Fall CD34-36148-99 ist es der 
geringe Unterschied im Verhältnis (1,19) zwischen Tumor- (17) und Randgefäßen 
(14,33). Alle drei Fälle zeigen eine geringe Entzündungsreaktion, wobei im Tumor 
des ersten Falls gar keine Entzündungszellen zu erkennen sind. Betrachtet man die 
Gesamtheit der Ergebnisse, so stellt man fest, dass hier keine Kriterien nachzu-
weisen sind, welche die unter-schiedlichen Gefäßdichten erklären. Die Gewebe-
struktur der Präparate liefert keine Erklärung, da sie bei den einzelnen Fällen ähnlich 
ist und die Gefäßzahlen trotzdem sehr unterschiedlich sind. Die Tatsache, dass die 
Fälle sich in unterschiedlichen Entwicklungsstadien befinden, d.h. Metastasen aus-
gebildet haben oder nicht, trägt auch nicht zur Erklärung bei, da die Gefäßzahlen 
innerhalb der beiden Gruppen schon sehr verschieden sind und die Gruppen so 
untereinander gar nicht vergleichbar sind. Zusätzlich zeigen die Tumoren einen 
unterschiedlichen Entzündungsgrad. 
 
Die Rolle der entzündlichen Aktivität als weitere Einflußgröße auf die Angiogenese 
wurde in unserer Studie gesondert untersucht. Walsh und Pearson (2001) fanden in 
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ihrer Studie, dass die Angiogenese dann ausgelöst wird, wenn hypoxische, erkrankte 
oder verletzte Gewebe angiogenesefördernde Faktoren wie VEGF produzieren und 
freisetzen. Entzündung hat in vielerlei Hinsicht Einfluss auf die Angiogenese. So sind 
entzündete Gewebe häufig hypoxisch, wodurch es zu einer Anhäufung von Faktoren 
wie VEGF kommt. Entzündungszellen wie Makrophagen, Lymphozyten, Mastzellen, 
Fibroblasten und die angiogenetischen Faktoren, die von ihnen produziert werden, 
können das Gefäßwachstum fördern. Ebenso kann der erhöhte Blutfluß im Entzün-
dungsgewebe durch die auf das Endothel wirkenden Scherkräfte die Angiogenese 
auslösen. Angiogenese und Entzündung sind also voneinander abhängige Faktoren, 
die jedoch auch unabhängig voneinander auftreten können. 
 
In unserer Studie wurde der Entzündungsgrad im Tumor bei 57 Bildausschnitten mit 
hoher Gefäßdichte, d.h. bei Gefäßzahlen von 20 und mehr, ermittelt. Das Ergebnis 
zeigte bei 28 Fällen, d.h. bei weniger als 50% der Fälle mit erhöhter Gefäßzahl, eine 
erhöhte (bei 9 Fällen) bzw. eine sehr starke (bei 19 Fällen) Entzündungsreaktion. Die 
übrigen 29 Ausschnitte zeigten keine entzündlichen Veränderungen, so dass sich 
anhand des gesichteten Materials kein Zusammenhang zwischen dem Entzündungs-
grad und der Gefäßzahl ergab, im Gegensatz zur Meinung anderer Autoren, die hier 
einen Zusammenhang sehen (Walsh et al., 2001).  
 
In Zusammenhang mit der Angiogenese wurden in den letzten Jahren in einer 
Vielzahl von Studien noch andere mögliche Prognosefaktoren untersucht, zu denen 
unter anderem die Metalloproteinasen und das plasminogen activation system mit 
uPA und PAI gehören. Viele Tumorzellen setzen in erhöhtem Maße die Serinpro-
tease uPA frei und exprimieren deren spezifischen Zelloberflächenrezeptor uPAR. 
Diese fördern die Umwandlung von Plasminogen in Plasmin, welches wiederum 
Fibrin und andere Komponenten der extrazellulären Matrix und der Basalmembran 
abbaut. uPA zersetzt außerdem Proteine der extrazellulären Matrix und aktiviert 
neben Plasminogen noch andere matrixdegenerierende Enzyme, wie die bereits 
oben erwähnten Matrixmetalloproteinasen (MMP). Neben uPA und uPAR wird PAI-1, 
welches deren Inhibitor ist, in hoher Konzentration von Tumorzellen synthetisiert. Es 
ist maßgeblich am Einbruch von Tumorzellen in Gefäße beteiligt und regelt die Akti-
vität von uPA. Verschiedene Untersuchungen (z.B. Reuning et al., 1998) hatten zum 
Ergebnis, dass uPA, uPAR und PAI-1 als selbständige Prognosefaktoren geeignet 
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sind, um eine Aussage über die krankheitsfreie Zeit und/oder die Überlebens-
wahrscheinlichkeit machen zu können. Jänicke et al. (1991) berichteten als erste in 
ihrer Studie über einen Zusammenhang zwischen erhöhtem PAI-1 Level und einer 
schlechten Prognose beim Mamma-Ca. Da das uPA/uPAR-System an den invasiven, 
proliferativen und adhäsiven Fähigkeiten von Tumorzellen beteiligt ist, sind seine 
Komponenten ein ideales Ziel für Therapieformen, bei denen die Zellinvasion und die 
Metastasierung reduziert werden sollen. 
 
Bei den oben bereits erwähnten Metalloproteinasen handelt es sich um zinkhaltige 
Enzyme, die in der Lage sind die meisten Komponenten der Basalmembran und der 
extrazellulären Matrix zu zerstören. Sie haben außerdem multiple biologische Funk-
tionen, zu denen auch wachstumsregulierende Effekte auf Primär- und Sekundär-
tumoren gehören. Mehrere Studien fanden einen Zusammenhang zwischen der 
Expression von membrantyp-Metalloproteinasen durch Tumorzellen und deren 
Gefäßeinbruch. Curran et al. (1999) konnten in ihrer Studie nachweisen, dass eine 
vermehrte Produktion bestimmter MMPs in Zusammenhang mit einer geringen 
Lebenserwartung, Invasion und Metastasierung von Magenkrebs und dem Auftreten 
von Lymphknotenmetastasen steht. Als Therapieansatz werden in diesen Studien, 
eine Aktivierungshemmung der MMPs vorgeschlagen, so dass die Streuung von 
Tumoren verhindert bzw. vermindert wird.  
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5 Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Gefäßdichte in 20 nicht-metastasierten und 33 
metastasierten Magenkarzinomen bestimmt. Die Gefäße wurden mit 2 Antikörpern 
(CD105 und CD34) detektiert und in jeweils 3 Gesichtsfeldern bei 200-facher 
Vergrößerung bestimmt. 
 
Die Gefäßdichte erwies sich im Tumor in der überwiegenden Zahl der Fälle gegen-
über dem Tumorrand als erhöht. Eine Abhängigkeit der Gefäßdichte vom histologi-
schen Typ oder vom Vorliegen von Metastasen wurde nicht gesehen.  
 
Dabei erwies sich die Bestimmung der Gefäßdichte anhand von 3 Gesichtsfeldern 
als ausreichend, um den Trend einer hohen oder niedrigen Gefäßdichte zu 
bestimmen. 
 
Der Ak gegen CD105 erfasst eher die tumorassoziierten Blutgefäße. 
 
Insgesamt ist die Bestimmung der Gefäßdichte als Prognosefaktor beim 
Magenkarzinom nicht geeignet. 
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7 Anhang 
 
7.1 Protokoll der immunhistochemischen Färbung mit CD105 (monoklonaler 
mouse Antikörper CD105 Endoglin, DAKO Corporation) 
 
1. Zur Entparaffinisierung wurden die Schnitte für 10 min in Xylol gestellt, dann für 
10 min in 100%igen Alkohol und danach in die absteigende Alkoholreihe je 5 
Minuten bei 96% und 70%. 
2. Spülung mit Aqua dest.  
3. Zur Freilegung der Antikörperbindungsstellen wurden die Schnitte mit 100 µl 
Trypsin pro Schnitt bei 37°C vorbehandelt. 
4. Die Reaktion wurde nach 6 min mit Aqua dest. gestoppt. 
5. Inkubation mit AK/BSA (1:10) für 1h bei 37°C 
6. 2 mal Spülung in PBS 
Die weiteren Schritte erfolgten mit Hilfe des IHC Kit der Firma InnoGenex. 
7. Der Sekundärantikörper (IHC Kit Anti-mouse Ig AS-1000-16) wurde für 30 min bei 
Raumtemperatur appliziert. 
8. Der Sekundärantikörper wurde 2 mal mit 1 ml PBS abgespült. 
9. Es wurden 2 Tropfen Streptavidin-Alkaline Phosphatase Conjugate für ca. 20 min 
bei Raumtemperatur aufgetragen.  
10. Danach wurden die Schnitte 2 mal mit 1 ml PBS abgespült, von den Cover-plates 
abgenommen und flach in eine Wanne gelegt.  
11. Dann wurden die Schnitte mit Activation Buffer für 2 min bei Raumtemperatur 
benetzt und anschließend wurde die überschüssige Flüssigkeit abgeschüttet.  
12. Fast Red Substrate Solution (Herstellung:4,5 ml Aqua dest., 0,5 ml 10x Fast Red 
Substrate Buffer und 1 Fast Red Tablette) wurde für ca. 10 min auf die Schnitte 
appliziert und danach für 5 min in wassergefüllte Küvetten gestellt. 
13. Die Gegenfärbung mit Hämalaun erfolgte für ca. 10 sec. 
14. Die Schnitte wurden 5 min unter fließendem Wasser abgespült. 
15. Die Schnitte wurden mit Glyzerin eingedeckelt. 
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7.2 Protokoll der Färbung mit CD34 (monoklonaler mouse Antikörper CD34, 
Immunotech) 
 
1. Zur Entparaffinisierung wurden die Schnitte für 10 min in Xylol gestellt und dann 
für 10 min in 100%igen Alkohol. 
2. Die Schnitte wurden für ein paar Minuten in Methanol/H2O2 gestellt, um die 
endogene Peroxidase zu hemmen. 
3. Die Schnitte wurden für ein paar Minuten in die absteigende Alkoholreihe bei 96% 
bzw. 70% gestellt. 
4. Spülung mit Aqua dest.  
5. Inkubation mit dem pur aufgetragenen AK für 1h bei 37°C. 
6. 2 mal Spülung in PBS 
7. Der Sekundärantikörper (Goat anti mouse Immunglobulin Biotin, DAKO) wurde 
bei einer Verdünnung mit BSA von 1:500 für 30 min bei Raumtemperatur (100 µl 
pro Schnitt) appliziert. 
8. Der Sekundärantikörper wurde 2 mal mit 1 ml PBS abgespült. 
9. Der Tertiärantikörper ( Vectastain ABC Kit, Vecta Laboratories) wurde hergestellt 
(500 BSA, 10 A, 10 B) und für 30 min bei Raumtemperatur (100 µl pro Schnitt) 
aufgetragen.  
10. DAB wurde angesetzt: 
Zu 100 ml Aqua dest. wurden 0,6 g Tris gegeben, der pH-Wert mit HCl auf 7,6 
eingestellt und danach wurden 6 Tabletten DAB dazugegeben. Das Ganze wurde 
abgedunkelt für 20 min mit dem Magnetrührer vermischt.  
11. Danach wurden die Schnitte 2 mal mit 1 ml PBS abgespült, von den Cover-plates 
abgenommen und in Küvetten mit PBS einsortiert. 
12. PBS wurde abgeschüttet und aktiviertes DAB ( 60-80 µl H2O2 hinzufügen) für 2 
min dazugegeben. 
13. DAB wurde abgeschüttet und die Schnitte 3-4 mal mit Wasser abgespült. 
14. Die Gegenfärbung mit Hämalaun erfolgte für ca. 10 sec. 
15. Die Schnitte wurden 5 min unter fließendem Wasser abgespült. 
16. Danach folgte die aufsteigende Alkoholreihe (70%,96%,100%) und abschließend 
Xylol. 
17. Die Schnitte wurden mit Vitro Clud eingedeckelt. 
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7.3 Statistik 
 
Statistische Methoden (K. Stange, 1970) ermöglichen eine Aussage über den 
Vergleich von Mittelwerten aus normalverteilten Stichproben. Auf die hier behandelte 
Fragestellung bezogen kann man demgemäß die Hypothese aufstellen: 
 
Die Mittelwerte aus zwei Stichproben (x1 und x2) gehören zu einer Verteilung mit dem 
gleichen Mittelwert x, also x1 = x2 = x oder x1 - x2 = 0. Daraus ergibt sich die 
Testgröße 
 
      
( )
( )21
21 0
PrüfwertesdesweichungStandardab
SollwertPrüfwert
xxs
xx
−
−t −=−=         
 
Diese Testgröße ist nach der sogenannten „Student“ - Verteilung oder t -Verteilung 
verteilt, die in den Standardwerken der Statistik tabelliert ist. 
Für t ergibt sich: 
 
 ( ) ( ) ( ) ( )( )( )( ) ( )21222211212121 11/2 xxsnsnnnnnnnt −××−+×−×+−+××=  
 
Dabei ist: 
 
 n1  der Umfang der Stichprobe 1 
 
 n2   der Umfang der Stichprobe 2 
 
 s1   die Standardabweichung der Stichprobe 1 
 
 s2   die Standardabweichung der Stichprobe 2 
 
 n1+ n2  – 2  der Freiheitsgrad f der Testgröße 
 
Falls n1 = n2 = n ist, vereinfacht sich der Ausdruck für die Testgröße t zu: 
 
        ( ) )(/( 212221 xxssn −×+t =  
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Die Testgröße t ist für f = 18 (n1 = n2 = 10) entsprechend der Abb. A1 verteilt. Die 
Fläche unter der Kurve ist in der Darstellung auf 1 normiert. Für f→∞, also für eine 
sehr große Zahl von Freiheitsgraden, geht die t-Verteilung in die Gaußsche 
Normalverteilung über. 
 
Wählt man z. B. ein Signifikanzniveau (=Irrtumswahrscheinlichkeit) von α = 5%, so 
ergibt sich für einen bestimmten Freiheitsgrad f eine Grenzgröße c. Die Fläche unter 
der Kurve für /t/ > c (schraffierte Bereiche in Abb. A1) beträgt dann 5% der 
Gesamtfläche. 95% der Werte von t liegen also zwischen -c und +c. Ist /t/ < c, dann 
wird die Hypothese, dass die Mittelwerte x = x1 = x2 übereinstimmen, nicht verworfen. 
Umgekehrt gilt, dass bei /t/ > c die Mittelwerte x1 und x2 mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% aus zwei Verteilungen mit unterschiedlichen 
Mittelwerten stammen. 
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Abb. A1 t-Verteilung für 18 Freiheitsgrade 
Schraffierte Flächen geben den Bereich für eine Irrtumswahrschein- 
lichkeit von 5% an 
 
Als Beispiel sei der Vergleich zweier Mittelwerte aus zwei Stichproben mit dem 
Umfang n1 = n2 = 10 gezeigt. In je zehn Aufnahmen aus Rand und Tumor des Falles 
36148-99 wurde die Anzahl der abgebildeten Blutgefäße ermittelt. Daraus wurden für 
Rand und Tumor getrennt die Mittelwerte und zugehörigen Standardabweichungen 
bestimmt. 
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 Es ergaben sich die Werte: 
 
  x1 = 12,2  s1 = 4,02 
  x2 = 16,4  s2 = 3,17 
 
 
Mit dem oben angegebenen Formalismus errechnet man für t: 
 
   59,2)2,124,16(*
02,417,3
10
22 =−+=t  
 
Die Zahl der Freiheitsgrade ist 10+10-2 = 18. 
Mit diesen Werten und α= 5% geht man in die Tabelle für die kumulative t-Verteilung 
(Tab. A1). Dort sind für die verschiedenen Freiheitsgrade f (linke Spalte) die 
Wahrscheinlichkeiten p = 1-α (obere Reihe), dass /t/ < c (dem entsprechenden 
Tabellenwert) ist, aufgetragen.  
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 Tab. A1. Kumulative t-Verteilung  
(Aus ,Biometrica Tables for Statisticians' 1, 1966, Tab. 12.) 
    P     
f 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 0,975 0,995 0,9995 
1 1,0005 1,376 1,963 3,078 6,314 12,706 63,657 636,619
2 0,816 1,061 1,386 1,886 2,920 4,303 9,925 31,598
3 0,765 0,978 1,250 1,638 2,353 3,182 5,841 12,941
4 0,741 0,941 1,190 1,533 2,132 2,776 4,604 8,610
5 0,727 0,920 1,156 1,476 2,015 2,571 4,032 6,859
6 0,718 0,906 1,134 1,440 1,943 2,447 3,707 5,959
7 0,711 0,896 1,119 1,415 1,895 2,365 3,499 5,405
8 0,706 0,889 1,108 1,397 1,860 2,306 3,355 5,041
9 0,703 0,883 1,100 1,383 1,833 2,262 3,250 4,781
10 0,700 0,879 1,093 1,372 1,812 2,228 3,169 4,587
11 0,697 0,876 1,088 1,363 1,796 2,201 3,106 4,437
12 0,695 0,873 1,083 1,356 1,782 2,179 3,055 4,318
13 0,694 0,870 1,079 1,350 1,771 2,160 3,012 4,221
14 0,692 0,868 1,076 1,345 1,761 2,145 2,977 4,140
15 0,691 0,866 1,074 1,341 1,753 2,131 2,947 4,073
16 0,690 0,866 1,071 1,337 1,746 2,120 2,921 4,015
17 0,689 0,863 1,069 1,333 1,740 2,110 2,898 3,965
18 0,688 0,862 1,067 1,330 1,734 2,101 2,878 3,922
19 0,688 0,861 1,066 1,328 1,729 2,093 2,861 3,883
20 0,687 0,860 1,064 1,325 1,725 2,086 2,845 3,850
 
Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit p, dass die Testgröße t kleiner als der 
Tabellenwert c0 = t1-α,f ist. Bei Verwendung dieser Tafel für zweiseitige Tests muss /t/ 
mit c = t1 - α/2,f verglichen werden. 
 
Da wir hier einen zweiseitigen Test durchführen wollen (x2 kann größer oder kleiner 
als x1 sein), muss p zu 1-α/2 = 0,975 gewählt werden. Man findet so für f = 18 und p 
= 0,975, dass c = 2,101 ist. Da in diesem Fall /t/ > c ist (2,59 > 2,101), muss die 
Hypothese x1 = x2 abgelehnt werden. D. h. die Mittelwerte sind verschieden, sie 
stammen also mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% nicht aus einer Verteilung 
mit gleichen Mittelwerten x1 = x2 = x. 
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Die Histogramme der beiden Häufigkeitsverteilungen der Gefäße in Tumor- und 
Randbereich sind mit einer Klassenbreite von 3 in der Abb. A2 aufgetragen.  
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Abb. A2 Häufigkeitsverteilung der Gefäße in Tumor- und Randbereich  
 
Am Beispiel für die zehn Bildausschnitte im Tumorbereich soll gezeigt werden, wie 
die angegebene Häufigkeitsverteilung entstanden ist: 
 
Ermittelte    Intervall   Häufigkeit 
Gefäßzahlen z   Breite = 3 
 12 
 12 
 13    12 ≤ z < 15        3 
 15    15 ≤ z < 18        3 
16    18 ≤ z < 21        3 
 17    21 ≤ z < 24         1 
 19 
 19 
 20 
 21 
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In der graphischen Darstellung sind die Häufigkeiten der Gefäße für den 
Tumorbereich als offene Balken mit entsprechender Höhe bei den jeweiligen 
Intervallmitten aufgetragen. Mit analoger Vorgehensweise wird die 
Häufigkeitsverteilung der Gefäße für den Randbereich ermittelt. Diese sind als 
schraffierte Balken dargestellt.  
 
Zusätzlich sind die entsprechenden Gaußverteilungen mit den o.a. Mittelwerten x1 
und x2 sowie den Standardabweichungen s1 und s2 dargestellt, so dass die Flächen 
unter den Balken der Histogramme (10 x 3 = 30) den Flächen unter den zugehörigen 
Kurven entsprechen. Die Verteilungen überlappen sich zwar deutlich, aber dennoch 
gilt die oben gemachte statistische Aussage, dass die Mittelwerte x1 und x2 aus 
Verteilungen mit unterschiedlichen Mittelwerten stammen. 
 
In gleicher Weise findet man für die übrigen Messwerte mit einer Stichprobengröße 
von 10: 
 
 Präparat Antikörper Probenlage Mittelwert Standardab-
weichung 
t 
Mg 36148-99 CD34 Rand 12,20 4,02 2,59 
    Tumor 16,40 3,17   
Mg 09722-97 CD34 Rand 13,80 5,04 2,03 
    Tumor 18,20 4,66   
Mg 32740-97 CD34 Rand 12,20 3,68 0,27 
    Tumor 11,70 4,54   
Mg 36148-99 CD105 Rand 11,40 4,45 0,53 
    Tumor 10,60 1,69   
Mg 09722-97 CD105 Rand 14,40 6,09 4,85 
    Tumor 29,60 7,83   
Mg 32740-97 CD105 Rand 9,80 6,78 0,29 
    Tumor 10,50 3,47   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für die untersuchten Fälle ist t nur in zwei Fällen größer als 2,101. D. h. nur in diesen 
Fällen muss man davon ausgehen, dass die Mittelwerte der Gefäßzahlen in Rand- 
und Tumorbereich mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% unterschiedlich sind. In 
den übrigen Fällen ist kein Unterschied der Häufigkeiten anzunehmen. 
 
Aus der nachfolgenden Tabelle kann man entnehmen, dass die Mittelwerte aus den 
Stichprobenreihen mit nur 3 Proben innerhalb der Standardabweichung mit den 
Mittelwerten der Reihen mit 10 Proben übereinstimmen (z.B. hat der Fall MgCD34-
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09722-97tu in der Reihe mit 10 Proben einen Mittelwert von 18,2). Addiert man nun 
die Standardabweichung 4,66 ergibt sich 18,2 ± 4,66=22,86 bzw.13,54. Der 
Mittelwert der 3er Reihe von 20,6 liegt in dem angegebenen Intervall. 
 
Präparat MW 3er Reihe MW 10er Reihe Stdabw 10er Reihe 
  tu rd tu rd tu rd 
MgCD105-09722-97 26,6 16 29,6 14,4 7,83 6,09 
MgCD105-32740-97 10,3 7 10,5 9,9 3,47 6,78 
MgCD105-36148-99 9 10,3 10,6 11,4 1,69 4,45 
MgCD34-09722-97 20,6 14,3 18,2 13,8 4,66 5,04 
MgCD34-32740-97 11,7 10 11,7 12,2 4,54 3,68 
MgCD34-36148-99 17 14,3 16,4 12,2 3,17 4,02 
 
Für statistische Betrachtungen sollte man aber nur die Reihen mit einer 
Stichprobenzahl von n = 10 verwenden, da nur für höhere Stichprobenzahlen die 
Standardabweichung sinnvoll bestimmt werden kann. 
 
Wie hoch müsste die Zahl der Bildausschnitte sein, um mit einer 
Irrtumswahrscheinlichkeit α einen Unterschied der Gefäßzahlen in Rand- und 
Tumorbereich festzustellen? 
 
Hengst (1967) gibt ein Verfahren an, um die Stichprobengröße n=n1=n2 grob 
abzuschätzen, bei der eine Differenz ∆=x1–x2 der Mittelwerte x1 und x2 unter den hier 
gegebenen Bedingungen mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit α erkannt wird. Für den 
hier betrachteten Fall ergibt sich mit dem dort angegebenen Formalismus: 
 
2
*
2
2
2
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ssc  
 
Da c von der Zahl der Freiheitsgrade f abhängt, wie man aus der Tabelle A1 für die 
kumulative t-Verteilung ersieht, wird für diese Abschätzung ein mittlerer Wert von f 
mit α= 0,05 gewählt. Damit liest man aus der Tabelle für c etwa den Wert 2,228 ab. 
Nimmt man weiter vereinfachend an, dass s1 = s2 = s ist, so ergibt sich für n: 
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Das bedeutet, dass man eine Stichprobengröße n = 42 wählen müsste, um einen 
Unterschied der Mittelwerte in der Größe der Standardabweichung (∆= s) feststellen 
zu können. 
 
Mit der gleichen Formel gewinnt man eine Abschätzung, welche Unterschiede man 
mit n = 3 fast sicher erkennen kann. Drückt man ∆ durch s aus, also etwa ∆ = k * s, 
so ergibt sich 
 
7,3
3
42 ==k  
 
D. h., dass mit einer Stichprobengröße von n = 3 Unterschiede von Mittelwerten fast 
sicher erkannt werden, die eine Differenz haben, die etwa dem Vierfachen der 
Standardabweichung entspricht. Für n = 10 wird k entsprechend k = 2,05 ≈ 2. 
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8 Abkürzungsverzeichnis  
 
ABC  Avidin-Biotin-Complex 
Ak  Antikörper 
AP  alkalische Phosphatase 
APAAP alkalische Phosphatase-Anti-alkalische Phosphatase 
BSA  bovines Serumalbumin 
DAB  3,3`-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid 
ER  Estrogen Receptor 
LK  Lymphknoten 
MGD  Mikrogefäßdichte 
MMP  Matrix Metalloproteinase 
MW  Mittelwert 
PAI  plasminogen activator inhibitor 
PAP  Peroxidase-Anti-Peroxidase 
PBS  phosphate buffered saline 
StdAbw Standardabweichung 
TGF  transforming growth factor 
TIMP  tissue inhibitors of matrix metalloproteinases 
tPA  tissue-type plaminogen activator 
uPA  urokinase-like plasminogen activator 
uPAR  urokinase-like plaminogen activator receptor 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
vWF  von Willebrand Faktor 
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